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Citokininska homeostaza i ekspresija gena uključenih u kontrolu ćelijskog ciklusa 




Regeneracija in vitro gajenog biljnog tkiva kontrolisana je regulatorima rastenja, 
naročito citokininima i auksinima. Egzogeno primenjeni biljni regulatori rastenja mogu 
interagovati sa endogenim biljnim hormonima i uticati na njihovu biosintezu ili 
distribuciju, odnosno menjati hormonalnu homeostazu koja utiče na razviće in vitro. 
Proces regeneracije biljaka in vitro podrazumeva intenzivne ćelijske deobe, a centralnu 
ulogu u kontroli ćelijskog ciklusa i razvića organa imaju kompleksi ciklina i kinaza 
zavisnih od ciklina na čiju sintezu, odnosno aktivnost, utiču pomenuti biljni hormoni. U 
tom smislu, ciljevi ovog rada bili su uspostavljanje efikasnih protokola za regeneraciju 
biljaka kelerabe (Brassica oleracea L. var. gongylodes) in vitro, sa posebnim osvrtom 
na identifikaciju i kvantifikaciju različitih grupa citokinina i indol-3-sirćetne kiseline 
(IAA) u eksplantatskim tkivima sa regenerisanim izdancima, kao i analiziranje obrazaca 
i intenziteta ekspresije gena koji kodiraju cikline i kinaze zavisne od ciklina tokom de 
novo organogeneze izdanaka. Efikasan sistem za repetitivnu somatsku embriogenezu 
(SE) kod kelerabe, sorta Bečka Plava (BP), je uspostavljen iz nezrelih zigotskih 
embriona. Najveća frekvencija SE detektovana je kod nezrelih zigotskih embriona u 
ranom kotiledonarnom stadijumu razvića gajenih na hranljivoj podlozi bez regulatora 
rastenja.  
Uspešna indukcija de novo organogeneze izdanaka kelerabe, sorte BP i Bečka Bela 
(BB), postignuta je kod odsečaka hipokotila i intaktnih klijanaca, na podlogama sa 
pojedinačnim citokininima (CK): 6-benzilaminopurin (BAP), tidiazuron (TDZ), trans-
zeatin (transZ) ili cis-zeatin (cisZ). Frekvencija regeneracije kao i vijabilnost 
regenerisanih izdanaka obe sorte je bila veća kod intaktnih klijanaca, dok su među 
primenjenim citokininima BAP i TDZ bili najefikasniji u indukciji de novo 
organogeneze. Kvantifikacija endogenog sadržaja citokinina i IAA u odsečcima 
hipokotila sa regenerisanim izdancima (HRI) kao i u intaktnim klijancima sa 
regenerisanim izdancima (KRI) je ukazala na to da uočene razlike u organogenom 
odgovoru ova dva tipa početnog biljnog materijala mogu biti povezane sa njihovim 
hormonskim statusom. Nivo ukupnih endogenih citokinina je bio viši kod HRI, dok su 
se KRI odlikovali višim odnosom IAA i bioaktivnih citokinina. Izraziti porast nivoa 
endogenih citokinina u odnosu na kontrolu koja je gajena na podlozi bez regulatora 
rastenja zabeležen je na tretmanima sa zeatinom, dok je prisustvo BAP i TDZ imalo 
mali efekat ili je efekat potpuno izostao. U poređenju sa kontrolom, egzogena primena 
citokinina dovela je do porasta endogenog nivoa IAA i u HRI i u KRI kod obe sorte 
kelerabe, čime se verovatno može objasniti odsustvo potrebe za auksinima u hranljivim 
podlogama tokom indukcije de novo organogeneze izdanaka.  
Dinamiku pojave regenerisanih izdanaka kelerabe na različitim citokininskim 
tretmanima je pratio i nivo aktivnosti tri analizirana gena koji kodiraju kinaze zavisne 
od ciklina (CDK) i cikline (CYC): CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH;1 gen. Obrasci 
ekspresije sva tri gena u odnosu na vreme i različite tretmane su bili slični, sa najvišim 
vrednostima zabeleženim na podlozi sa TDZ u skoro svim vremenskim tačkama. 
Dobijeni rezultati ukazuju na to da su primenjeni citokinini imali ulogu u kontroli 
ćelijskog ciklusa tako što su uticali na ekspresiju pomenutih gena, kao i da je promena 
aktivnosti tih gena bila u korelaciji sa određenim fazama de novo organogeneze 
izdanaka kelerabe. Iako razjašnjenje uloge citokinina u procesu regeneracije izdanaka 
kelerabe zahteva dodatna istraživanja, dobijeni rezultati predstavljaju polaznu osnovu za 
dalje rasvetljavanje mehanizama de novo organogeneze kod biljaka koje nisu uobičajeni 
model-sistemi za izučavanje procesa regeneracije in vitro.  
 
 
Ključne reči: Keleraba (Brassica oleracea L. var. gongylodes), nezreli zigotski 
embrioni, somatska embriogeneza, hipokotil, klijanac, de novo organogeneza, 
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Cytokinin homeostasis and expression of the genes involved in cell cycle control 




In vitro plant regeneration is under control of plant growth regulators (PGRs), especially 
cytokinins and auxins. Exogenously applied PGRs can affect the homeostasis of 
endogenous plant hormones by influencing their biosynthesis and distribution, 
subsequently altering in vitro development. Intensive cell divisions represent the basis 
of in vitro plant regeneration, and they are controlled by complexes of cyclins and 
cyclin-dependent kinases. The activity of these complexes during cell cycle and organ 
development is affected by plant hormones. Respecting this, the aims of this study were 
developing efficient protocols for in vitro regeneration of kohlrabi (Brassica oleracea 
L. var. gongylodes) with an emphasis on identification and quantification of different 
groups of endogenous cytokinins and indole-3-acetic acid (IAA) in explant tissue with 
respective regenerated shoots, as well as analyzing expression of genes encoding cyclins 
and and cyclin-dependent kinases during de novo shoot organogenesis. Efficient system 
for repetitive somatic embryogenesis (SE) was developed for kohlrabi cv. Vienna 
Purple (VP) using immature zygotic embryos. The highest frequency of SE was 
obtained from immature zygotic embryos at the early cotyledonary stage grown on 
PGR-free medium. 
Successful induction of de novo shoot organogenesis in kohlrabi cv VP and cv. Vienna 
White (VW) was achived using hypocotyl explants and intact seedlings, cultivated on 
media supplemented with single cytokinin (CK): 6-benzylaminopurine (BAP), 
thidiazuron (TDZ), trans-zeatin (transZ) or cis-zeatin (cisZ). Higher frequency of shoot 
regeneration as well as viability of regenerated shoots was detected for intact seedlings, 
with BAP and TDZ being the most efficient in de novo organogenesis induction. 
Quantification of endogenous cytokinin and IAA contents in both hypocotyl explants 
and seedlings with regenerated shoots (HRSs and SRSs, respectively) suggested that the 
observed differences in organogenic response between these two types of starting plant 
material were related to their cytokinin and IAA contents. The level of total CKs was 
higher in HRSs, while SRSs displayed a higher IAA/bioactive CKs ratio. Significant 
increase in the endogenous CK levels compared to control grown on PGR-free medium 
was recorded only when cis- and transZ were applied, while presence of BAP and TDZ 
in the shoot regeneration media contributed to little or no increase. Compared to control, 
exogenous addition of CKs to the regeneration media contributed to an increase in 
endogenous levels of IAA in both HRSs and SRSs of both cultivars indicating that 
elevated IAA levels could be sufficient to induce de novo organogenesis without 
exogenously applied auxins. 
The dinamics of regenerated shoots development were accompanied by expression of 
the three analyzed genes encoding cyclin-dependent kinases (CDKs) and cyclins 
(CYC): CDKB2;1, CYCB2;4 and CYCH;1 gene. Expression patterns of all three genes 
in terms of time and different treatments were similar, with the highest values recoded 
on TDZ treatment in almost all time points. Our results suggested the role of applied 
CKs in cell cycle control by influencing the expression of analyzed genes, and that the 
changes in activity of these genes was correlated with distinct phases of de novo shoot 
organogenesis in kohlrabi. Although clarification of cytokinin role in regeneration of 
kohlrabi shoots requires additional research, these results present useful background for 
further investigation of mechanisms involved in de novo organogenesis in plants that do 
not represent common model systems for in vitro regeneration study.  
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 ABA   abscisinska kiselina  
ADP   adenozin difosfat  
AMP   adenozin monofosfat  
ANOVA  analiza varijanse  
ATP   adenozin trifosfat  
BAP   N6-benzilaminopurin  
BB sorta Bečka Bela 
BP sorta Bečka Plava 
CAK CDK-aktivirajuća kinaza 
CDK kinaza zavisna od ciklina 
cDNK   komplementarni lanac DNK  
CIM   hranljiva podloga za indukciju kalusa  
CK  citokinin 
CKX   enzim citokinin oksidaza/dehidrogenaza  
CCCP   karbonil cijanid m-hlorofenil hidrazon 
CPPU   N-fenil-N’-(2-hloro-4-piridil)-urea 
CTAB  heksadecil-3-metil-amonijum-bromid  
CYC  ciklin 
CYP735A  enzim membranska monooksigenaza  
cisZ   cis-zeatin  
cZ7G   cis-zeatin 7-glukozid  
cZ9G   cis-zeatin 9-glukozid  
cZOG   cis-zeatin O-glukozid  
cZ9R   cis-zeatin 9-ribozid  
cZ(9)RMP  cis-zeatin 9-ribozid-5'-monofosfat  
cZ9ROG  cis-zeatin 9-ribozid O-glukozid 
DAPI  4',6-Diamidino-2-fenilindol 
DEPC   dietil dikarbonat 
DFU   difenilurea 
DHZ   dihidrozeatin  
DHZ7G dihidrozeatin 7-glukozid  
DHZ9G  dihidrozeatin 9-glukozid  
DHZOG  dihidrozeatin O-glukozid 
DHZ9R  dihidrozeatin 9-ribozid  
DHZ(9)RMP  dihidrozeatin 9-ribozid-5'-monofosfat  
DHZ9ROG  dihidrozeatin 9-ribozid O-glukozid  
2,4-D   2,4-dihlorofenoksisirćetna kiselina  
DMAPP  dimetilalil difosfat  
DNK   dezoksiribonukleinska kiselina  
EDTA  etilendiamin-tetrasirćetna kiselina  
FAD   kofaktor flavin adenin dinukleotid  
GA3   giberelna kiselina 
HRI  hipokotil sa regenerisanim izdancima  
HMBDP hidroksimetilbutenil difosfat  
(2D)-HPLC  (dvodimenzionalna) tečna hromatografija pod visokim pritiskom 
IAA   indol-3-sirćetna kiselina 
IBA    indol-3-buterna kiselina 
iP   N6-(Δ2-izopentenil) adenin  
iP7G   N6-(Δ2-izopentenil) adenin 7-glukozid  
iP9G   N6- Δ2-izopentenil) adenin 9-glukozid  
iP9R   N6-(Δ2-izopentenil) adenin 9-ribozid  
iPRDP  N6-2-izopentenil adenin 9-ribozid-5'-difosfat  
iP(9)RMP  N6-2-izopentenil adenin 9-ribozid-5'-monofosfat  
iPRTP  N6-2-izopentenil adenin 9-ribozid-5'-trifosfat  
IPT   enzim izopentenil transferaza  
iRNK   informaciona RNK 
KRI  klijanac sa regenerisanim izdancima 
LOG   enzim monofosfat fosforibohidrolaza 
LSD   eng. “Least Significant Difference“ – najmanja statistički značajna razlika 
MEP   metileritritol fosfat  
MS   masena spektrometrija; Murashige i Skoog hranljiva podloga  
MVA   mevalonska kiselina  
NAA  α-naftil-sirćetna kiselina  
PCR   eng. “Polymeraze Chain Reaction“ – lančana reakcija polimeraze 
pRb   retinoblastoma protein 
PVP   polivinil-pirolidon 
q(RT-)PCR  kvantitativni (RT-)PCR 
RNK   ribonukleinska kiselina 
RT   reverzna transkripcija 
SE  somatska embriogeneza 
S.E.   eng. “Standard Error“– standardna greška 
SIM   hranljiva podloga za regeneraciju izdanaka  
TBE   tris-boratni-EDTA pufer  
T-DNK  deo plazmidne DNK koji se integriše u biljni genom 
TDZ tidiazuron 
Thr  treonin 
TRIS   tris-hidroksimetil aminometan  
tRNK   transportna RNK 
tRNK-IPT  enzim tRNK izopentil transferaza  
transZ  trans-zeatin  
Tyr  tirozin 
tZ7G   trans-zeatin 7-glukozid  
tZ9G   trans-zeatin 9-glukozid  
tZOG   trans-zeatin O-glukozid  
tZ9R   trans-zeatin 9-ribozid  
tZ(9)RMP       trans-zeatin 9-ribozid-5'-monofosfat 
tZ9ROG  trans-zeatin 9-ribozid O-glukozid  
tZRDP   trans-zeatin ribonukleotid difosfat  











1.1. Opšte karakteristike vrste Brassica oleracea L.  
 Vrsta B. oleracea L. pripada rodu Brassica, familija Brassicaceae, i obuhvata 
dvogodišnje ili višegodišnje biljke, različitih morfologija, koje jednu ili više godina 
razvijaju vegetativne organe pre nego što počnu da cvetaju. Divlji tipovi B. oleracea L. 
se mogu naći na obalama severne Španije, zapadne Francuske i južne i jugozapadne 
Engleske (Rakow 2004). Kultivisani pripadnici ove vrste se danas gaje širom sveta i 
predstavljaju važne povrtarske kulture u mnogim zemljama, a smatra se da vode poreklo 
od zapadnoevropskog divljeg tipa (Rakow 2004). Ova vrsta obuhvata više podvrsta kao 
što su kupus, kelj, prokelj, karfiol, brokoli, raštan i keleraba. 
 Povrtarske kulture vrste B. oleracea L., poznate još kao kupusnjače, se 
karakterišu niskim sadržajem masnoća i visokim sadržajem vitamina, minerala i 
vlakana. To je dovelo do rasprostranjene upotrebe ovih biljaka u svakodnevnoj ishrani 
ljudi, kao i u stočnoj ishrani širom sveta (Cardoza i Stewart 2004; Kapusta-Duch i sar. 
2012).  
 Povrtarske kupusnjače se ne koriste samo zbog hranljivih vrednosti koje 
poseduju već i zbog njihovih lekovitih svojstava (Ishida i sar. 2014). Korisni i 
blagotvorni efekti ove grupe biljaka na zdravlje čoveka povezani su sa sadržajem 
određenih hemijskih jedinjenja koja sprečavaju oksidativni stres, indukuju enzime za 
detoksikaciju, stimulišu imunski sistem, umanjuju rizik od kancera, inhibiraju 
kancerogene mutacije i redukuju razmnožavanje ćelija kancera (Kapusta-Duch i sar. 
2012). Usled prisustva vitamina C i E, β-karotena, kalcijuma, luteina, zeaksantina i 
antioksidativnih enzima kao što su katalaze, superoksid dismutaze i peroksidaze, 
povrtarske kupusnjače predstavljaju značajan izvor antioksidanasa (Choi i sar. 2010; 
Kapusta-Duch i sar. 2012).  
 Takođe, ove biljke su važan izvor fenolnih jedinjenja (Harbaum i sar. 2007) i 
glukozinolata, kao što je glukobrasicin (Hayes i sar. 2008). Glukozinolati su sekundarni 
metaboliti biljaka a njihov sadržaj se razlikuje između biljnih vrsta pa i organa (Rosa i 




sar. 1997). Njihovom hidrolizom pomoću enzima mirozinaze, prisutnog u biljnim 
tkivima, nastaju izotiocijanati, nitrili, epitionitrili i gitrin (Bones i Rossiter 1996; 2006). 
Ova jedinjenja su nosioci ukusa i mirisa kupusnjača (Williams i Pun 2011) i prisutni su 
u visokim količinama u jestivim delovima ovih biljaka (Choi i sar. 2010). Degradacioni 
proizvodi glukozinolata, a posebno izotiocijanati, biološki su aktivni (Vaughn i Berhow 
2005). Pokazano je da su neka od ovih jedinjenja toksična za korove, patogene i 
štetočine iz zemljišta, kao što su bakterije, nematode, insekti i gljive (Gardiner i sar. 
1999; Petersen i sar. 2001).  
Sa druge strane, mnogi glukozinolati odnosno izotiocijanati prisutni u ovim 
biljkama su poznati po visokoj antikancerogenoj aktivnosti (Fahey i sar. 2001; Gamet i 
sar. 2000). Takođe, povrtarske kupusnjače su bogate sulforafanom i indol-3-karbinolom 
koji mogu inhibirati metilaciju molekula DNK i razvoj kancera (Kapusta-Duch i sar. 
2012). Zbog svega navedenog, često konzumiranje ovih biljaka može dovesti do 
smanjenja rizika od kancerogeneze i određenih bolesti kod ljudi (Fahey i sar. 2013).  
 
1.1.1. Keleraba (B. oleracea L. var. gongylodes) 
Keleraba (Brassica oleracea L. var. gongylodes) je niska dvogodišnja biljka koja 
dostiže visinu do 40 cm u zrelom vegetativnom stadijumu (Slika 1). Ime je dobila od 
nemačkih reči “Kohl“ što znači kupus i “Rübe/Rabi“ što znači repa, jer podseća na ove 
biljke. Odlikuje se nerazgranatim stablom koje počinje da zadebljava između trećeg i 
petog nodusa u prvoj godini života, nakon formiranja četvrtog ili sedmog pravog lista 
(Selman i Kulasegaram 1966). Listovi romboidnog oblika i više ili manje urezane ivice 
su spiralno raspoređeni na dugim peteljkama. Listovi se protežu direktno iz zadebljalog 
stabla i na vrhu čine rozetu, dok na donjem delu zadebljanja dolazi do njihove apscisije 
nakon koje ostaju beli lisni ožiljci (Selman i Kulasegaram 1966). Ovo jestivo 
zadebljanje, koje se još naziva i krtola stabla, do dostizanja tehnološke zrelosti poprima 
okruglast, okruglasto spljošten ili ovalan oblik prečnika do 12 cm. Krtole postaju 
drvenastije i fibroznije sa starenjem. Do formiranja dvoplnih cvetova žućkaste boje 
dolazi u drugoj godini (http://www.semena.org/agro/Kapusta%20kohlrabi1-e.htm). Za 
kelerabu je, kao i za druge pripadnike roda Brassica, karakteristično unakrsno 
oprašivanje koje se odvija uz pomoć insekata (Navazio 2012).  




Prvi podaci o ovoj biljci datiraju još iz 16. veka. Smatra se da je prirodna 
postojbina kelerabe severozapadna Evropa. Pored Evrope, Severne Amerike i delova 
Azije sa umerenom klimom, keleraba se danas gaji i u suptropskim regionima Azije kao 
što su Indija, Kina, severni Vijetnam i Koreja (Choi i sar. 2010). Postoje različite sorte 
kelerabe, a zavisno od sorte, stablo kelerabe može biti bele, ljubičaste ili zelene boje, pri 
čemu je unutrašnjost krtole uvek bele boje (Escalona i sar. 2007). Zelene sorte se obično 
gaje kao prolećni i letnji usevi, a ljubičaste sorte koje su otpornije na niže temperature, 
kao jesenji i zimski usevi. 
Keleraba, kao i druge povrtarske kupusnjače, ima veliku nutritivnu i lekovitu 
vrednost usled visokog sadržaja vlakana, vitamina C i drugih vitamina (A, B1, B2, B5, 
B6 i E), minerala (K, Ca, Mg, Zn i Fe) i antioksidativnih supstanci koje sprečavaju 
stvaranje faktora koji izazivaju kancer (Hassan i sar. 2011), i generalno imaju ulogu u 
očuvanju zdravlja čoveka. Upravo iz navedenih razloga, ova biljka je u skorije vreme 
postala popularna i sve više se koristi u ljudskoj ishrani, ali i u ishrani stoke.  
 
Slika 1. Keleraba, sorta Bečka Plava, gajena u polju (Preuzeto sa 
http://www.tohumlar.net/mor-kohlrabi-yer-lahanasi-purple-vienna-pmu1029).  
Krtola kelerabe je bogata skrobom i redukujućim šećerima (Selman i 
Kulasegaram 1966). Sastav redukujućih šećera kelerabe iznosi oko 21 mg g-1 sveže 
mase (Choi i sar. 2010). Glavni šećeri u stablu jesu fruktoza, glukoza i saharoza 




(Escalona i sar. 2007). Za razliku od nekih povrtarskih kupusnjača koje se odlikuju 
gorkim ukusom, keleraba ima sočan i slatkast ukus za koji se pretpostavlja da potiče od 
većeg sadržaja određenih aminokiselina (Choi i sar. 2010). 
 Keleraba se odlikuje kratkim vegetacionim periodom, kao i većom otpornošću 
na niske temperature i sušu u odnosu na ostale kupusnjače. To joj omogućava da uspeva 
na područjima gde nije moguće uzgajanje drugih povrtarskih kupusnjača, tako da može 
poslužiti kao alternativa ovim kulturama (Uddin i sar. 2009). Takođe, ukus i tekstura 
zadebljalog dela stabla kelerabe su slični rotkvici, Raphanus sativus L. (Grubben i 
Denton 2004), pa se smatra da keleraba može služiti kao zamena za ovu biljnu vrstu, 
koja ima daleko veći ekonomski značaj od kelerabe. Choi i saradnici (2010) su vršili 
uporedne analize hranljivih, strukturnih i funkcionalnih komponenti kelerabe i rotkvice. 
Pokazalo se da je ukupni sadržaj slobodnih aminokiselina veći kod kelerabe kao i da 
sadrži više osnovnih aminokiselina, kao što su treonin i valin, što je pokazatelj da je 
keleraba nutritivno kvalitetnija u odnosu na rotkvicu. Dodatno, njihova istraživanja su 
otkrila da je glavni glukozinolat u kelerabi glukoerucin, od koga može nastati 
glukorafanin ili njegov izotiocijanat – sulforafanin (Iori i sar. 1999), koji je poznat po 
antikancerogenoj aktivnosti (Fahey i sar. 2001). Takođe, kod nekih sorti kelerabe vršena 
je analiza sadržaja peroksidaza koje u današnje vreme imaju ogromnu komercijalnu 
primenu (Shetty i sar. 2012). Rezultati datih istraživanja ukazuju da bi keleraba mogla 
poslužiti kao alternativni izvor ovog enzima. 
Problemi na koje se nailazi tokom uzgajanja kelerabe su brojni. Najvažniji su 
gubitak težine, povećano otvrdnjavanje tokom zimskog skladištenja kao i razvoj bolesti 
(Escalona i sar. 2007). Keleraba, kao i druge podvrste Brassica oleracea, je veoma 
osetljiva na različite insekte, bakterije i gljive kao što je rizoktonija (Rhizoctonia 
solani), koja uzrokuje pojavu truleži tamno braon boje u osnovi korena, odakle se 
zaraza prenosi na lisne drške (Grosch i sar. 2004). Kao dodatak klasičnim tehnikama 
gajenja biljaka koje su već dostupne, genetičko inženjerstvo kelerabe bi moglo ponuditi 
nove mogućnosti u borbi protiv ovih važnih štetočina i omogućilo razvijanje varijeteta 
koji su otporni na bolesti. Upotreba biotehnoloških metoda kao što je genetička 
transformacija zahteva kao preduslov efikasan i ponovljiv sistem za in vitro 
regeneraciju. Takav sistem bi mogao da pruži i temelj za dalje istraživanje mehanizama 




koji su uključeni u kontrolu debljanja stabla kao i za izučavanje interakcija biljnih 
hormona koje se nalaze u osnovi ovog procesa (Selman i Kulasegaram 1966). 
 
1.2. Morfogeneza biljaka in vitro 
Ključna karakteristka biljnih ćelija jeste totipotentnost, tj. da njihovi nukleusi 
sadrže kompletnu genetičku informaciju neophodnu za formiranje čitavog organizma 
(Von Arnold i sar. 2002; Neelkandan i Wang 2012). Totipotentnost biljnih ćelija pruža 
mogućnost za regeneraciju kompletnih biljaka iz izolovanih organa ili njihovih manjih 
fragmenata, čak i iz pojedinačnih ćelija pod odredjenim uslovima.  
Regeneracija u kulturi biljnog tkiva in vitro pruža najbolji dokaz za postojanje 
totipotencije. Kultura biljnog tkiva podrazumeva sterilno gajenje biljnih ćelija, tkiva, 
organa i njihovih delova (eksplantata) pod kontrolisanim fizičkim i hemijskim uslovima 
in vitro. Na taj način se može dobiti veliki broj novih biljaka koje su genetički 
homogene i pripadaju istoj polnoj generaciji kao i majka biljka. Identifikacija uslova za 
ispoljavanje totipotencije biljnih ćelija in vitro je vrlo teška i još uvek je uglavnom 
empirijskog karaktera. Pokazano je da regeneracija biljaka in vitro ide preko dva glavna 
morfogenetska puta: somatske embriogeneze i de novo organogeneze. 
 
1.2.1. Somatska embriogeneza 
Somatska embriogeneza predstavlja proces u kome do formiranja morfološki 
normalnih embriona, preko karakterističnih embrioloških stupnjeva, dolazi bez fuzije 
gameta, tj. embrioni nastaju od pojedinačnih ili manjih grupa somatskih ćelija biljaka. 
Embrioni koji tom prilikom nastaju nazivaju se somatski embrioni i od njih se mogu 
razviti kompletni biljni organizmi. Somatska embriogeneza in vivo se po pravilu dešava 
kod intra-ovularnih struktura, mada je moguća pojava adventivnih embriona i na 
ivicama listova. 
Somatska embriogeneza in vitro predstavlja čestu pojavu kod biljaka, i otkrivena 
je kod više od 100 biljnih vrsta (Thorpe 2007; Vasil 2008). Intenzivno je proučavana i 
korišćena kao važan put za regeneraciju celih biljka u kulturi in vitro. 




U procesu somatske embriogeneze, bipolarna struktura slična zigotskom 
embrionu se formira iz somatskih ćelija bez vaskularne veze sa tkivom majke biljke 
(Jiménez 2001; Von Arnold i sar. 2002; Smertenko i Bozhkov 2014). Tokom razvića 
somatski embrioni prolaze kroz niz uzastopnih promena, nalik onima u zigotskoj 
embriogenezi koja podrazumeva fuziju gameta, odnosno oplođenje i nastanak zigota, a 
zatim i formiranje embriona. Uočene su velike morfološke, citološke i molekularne 
sličnosti između zigotske i somatske embriogeneze (Gaj 2004; Jiménez 2005), što 
ukazuje na slične molekularne mehanizme prisutne u oba tipa embriogeneze. U osnovi i  
zigotski i somatski embrion prolaze kroz iste stadijume razića (Slika 2): globularni, 
srcasti, torpedo, kotiledonarni i zreli embrion (Zimmerman 1993). 
 
Slika 2. Poređenje indirektne somatske i zigotske embriogeneze (Modifikovano prema 
Zimmerman 1993). 
Bez obzira na sličnosti, somatska embriogeneza se razlikuje po nekim detaljima 
od zigotske. Prvo, kod somatske embriogeneze izostaje diferenciranje endosperma kao i 
stvaranje suspenzora. Takođe, u najvećem broju slučajeva izostaje dehidratacija 
embriona i period dormancije. I ono što je veoma važno, kod somatske embriogeneze 




neophodno je sticanje embriogene kompetentnosti somatskih ćelija pre inicijacije 
razvića embriona (Fehér i sar. 2003). 
 
1.2.1.1. Poreklo somatskih embriona 
 Somatski embrioni se formiraju od embriogenih ćelija koje nastaju od somatskih 
ćelija bilo eksplantata, kalusa ili ćelijske suspenzije. Bez obzira na tip eksplantata, ćelije 
eksplantata podležu procesu dediferencijacije i stiču meristemska svojstva (Gaj 2004). 
Dakle, za razliku od razvića zigotskog embriona koji počinje oplođenjem i nastankom 
zigota, kod somatske embriogeneze somatske ćelije moraju da poseduju, odnosno 
steknu embriogenu kompetenciju. Somatska embriogeneza može biti spontana, kada 
nije neophodno prisustvo nekog stimulusa da bi se odvijala. Tada, somatske ćelije već 
poseduju kapacitet za formiranje embriona, a takve ćelije se uglavnom javljaju u 
embrionalnom tkivu. U ostalim slučajevima dolazi do indukovane somatske 
embriogeneze, gde somatske ćelije stiču embriogenu kompetenciju pod uticajem 
određenih hemijskih i fizičkih stimulusa (Elhiti i sar. 2013). To podrazumeva 
reprogramiranje obrazaca ekspersije gena (Fehér i sar. 2003). 
Tkiva eksplantata sadrže određeni broj ćelija koje imaju potencijal za 
ispoljavanje totipotentnosti, odnosno određeni kapacitet da postanu embriogene. Takve 
ćelije, koje predstavljaju prelazno stanje između somatskih i embriogenih ćelija, zovu se 
kompetentne (Gaj 2004; Elhiti i sar. 2013). Ove ćelije ispoljavaju osetljivost prema 
fizičkim i hemijskim stimulusima koji iniciraju embriogeni put njihovog razvića, dok su 
embriogene ćelije već deteminisane za embriogenezu. 
Pod uticajem specifičnih signala, najčešće biljnih regulatora rastenja, dolazi do 
indukcije kompetentnih ćelija. To vodi izmenjenom obrascu ekspresije odnosno 
transkripcije gena, kao i drugačijoj morfologiji i putevima razvića (Von Arnold i sar. 
2002; Elhiti i sar. 2013; Smertenko i Bozhkov 2014). Jedan od mogućih mehanizama 
kojima se ovo postiže jeste metilacija DNK, na koju utiču auksini (LoShiavo i sar. 
1989). Smatra se da biljni regulatori rastenja kao i stresni faktori igraju centralnu ulogu 
u iniciranju signalne transdukcije koja vodi reprogramiranju genske ekspresije. Nakon 




tretiranja kompetentnih ćelija eksplantata odgovarajućim indukcionim tretmanima, 
samo određeni broj ćelija stiče embriogeni kapacitet (Jiménez 2005). 
Embriogene ćelije su veoma slične meristemskim ćelijama. Imaju visok indeks 
umnožavanja, izodijametričnog su oblika, sa gustom citoplazmom, velikim jedrom, 
malim vakuolama i tankim ćelijskim zidovima (Pennel i sar. 1992; Fehér i sar 2002). 
Embriogene ćelije ulaze u novi put razvića pri čemu prvo dolazi do formiranja 
morfološki asimetrične strukture. Proces somatske embriogeneze dalje postaje 
autoregulatoran i podrazumeva dostizanje odgovarajućih stupnjeva embriogenog puta 
bez ili sa minimalnim uticajem spoljašnjih signala (Gaj 2004; Smertenko i Bozhkov 
2014). 
Kulture somatskih embriona često vode poreklo od jedne ćelije, što je pokazano 
u različitim istraživanjima više biljnih vrsta iz porodice trava (Vasil i sar. 1985; Jones i 
Rost 1989). Međutim, postoje radovi koji idu u prilog tome da somatski embrioni u 
kulturi retko nastaju direktno od pojedinačnih ćelija, već se deobom tih ćelija prvo 
formira proembrionalna masa ćelija, pa tek onda dolazi do formiranja embriona (Vasil 
2008). 
Somatski embrioni se mogu razviti ili direktno na eksplantatu, bez posredne 
kalusne faze, ili indirektno, nakon formiranja kalusa (Williams i Maheswaran 1986). 
Prema starijem shvatanju, proces direktne somatske embiogeneze odvija se iz ćelija koje 
poseduju prethodno determinisani embriogeni kapacitet. One se javljaju uglavnom u 
embrionalnom tkivu i mogu se razviti spontano u somatske embrione. Sa druge strane, u 
slučaju indirektne somatske embriogeneze, dolazi prvo do formiranja kalusa u kojima su 
ćelije koje nemaju sposobnost formiranja embriona. Međutim kada se formira kalus, on 
je ili embriogeni, sastavljen od proembrionalnih masa, ili nije (Von Arnold 2002). To 
ostavlja nedoumicu u vezi tačne razlike između indirektne i direktne somatske 
embriogeneze. U najvećem broju slučajeva, somatska embriogeneza se odvija 
posredstvom kalusne faze, odnosno indirektnim putem (Gaj 2004). 
 U većini slučajeva kad biljni regulatori rastenja nisu korišćeni za indukciju 
embriogeneze, somatski embrioni se formiraju direktno na površini eksplantata bez 
formiranog kalusa (Fehér i sar. 2003). Eksplantati koji imaju najviše potencijala za 




somatsku embriogenezu bez kalusne faze jesu zigotski i somatski embrioni, kao i 
klijanci (Von Arnold i sar. 2002; Smertenko i Bozhkov 2014). 
 
1.2.1.2. Indukcija somatske embriogeneze 
Inicijacija embriogenih kultura zavisi od stadijuma razvića početnog biljnog 
materijala kao i uslova gajenja in vitro.  Različiti stimulusi mogu indukovati embriogeni 
put razvića, pri čemu su najznačajniji biljni regulatori rastenja, kao što su auksini i 
citokinini koji se dodaju hranljivim podlogama (Choi i sar. 1997; Von Arnold i sar. 
2002). Oni regulišu ćelijski ciklus i iniciraju ćelijsku deobu (Francis i Sorrell 2001). 
Pokazano je da mehaničko povređivanje, visoke koncentracije saharoze i osmotski stres 
(Kamada i sar. 1993), visoke koncentracije soli, joni teških metala (Pasternak i sar. 
2002) ili visoka temperatura (Kamada i sar. 1989) takođe mogu da indukuju somatske 
embrione kod različitih biljnih vrsta (Dudits i sar. 1995). 
Inicijacija somatske embriogeneze je ograničena na određeni broj ćelija u 
primarnom eksplantatu koje su kompetentne da aktiviraju gene uključene u nastajanje 
embriogenih ćelija (Grafi i sar. 2011; Almeida i sar. 2012). Ova kompetentnost može 
biti rezultat različite osetljivosti ovih ćelija na auksine (Dudits i sar. 1995). Postoje 
veoma osetljive biljne vrste kao što je šargarepa, kod koje se skoro svi biljni delovi 
mogu iskoristiti kao eksplantati za uspostavljenje embriogenih kultura. Sa druge strane, 
mnoge biljke, kao što su žitarice, nisu osetljive na fizičke i hemijske stimuluse i kod 
njih samo specifično tkivo, najčešće juvenilno, može da se upotrebi za indukciju 
somatske embriogeneze (Von Arnold i sar. 2002; Jiménez 2005). 
Smatra se da su auksini najvažnija grupa hormona koja učestvuje u indukciji 
somatske embriogeneze in vitro (Cooke i sar. 1993). Od auksina, 2,4-
dihlorofenoksisirćetna kiselina (2,4-D) je najviše korišćena u indukciji somatske 
embriogeneze. 2,4-D je sintetički regulator rastenja koji takođe predstavlja i herbicid, i 
deluje ne samo kao auksin već i kao efikasni stresor koji inicira embriogeni obrazac 
razvića kod biljnih ćelija u kulturi in vitro (Fehér i sar. 2003). Indukcija somatske 
embriogeneze se najverovatnije odvija uspostavljanjem auksinskog gradijenta što je 
neophodno za iniciranje bilateralne simetrije tokom embriogeneze (Liu i sar. 1993). 




Dužina primene auksina u indukciji somatskih embriona zavisi od upotrebljenog 
eksplantata. Određeni eksplantati zahtevaju izlaganje auksinu nekoliko dana pre nego 
što postanu kompetentni da uđu u somatsku embriogenezu. Nakon toga, potrebno je 
uklanjanje auksina da bi došlo do razvoja somatskih embriona iz kompetentnih ćelija. 
Kod nekih eksplantata je dovoljno samo kratko izlaganje auksinima tokom nekoliko 
minuta do nekoliko sati (Dudits i sar. 1993). Na taj način, vremenske i prostorne 
promene u endogenom nivou auksina mogu biti jedan od prvih signala koje vode ka 
somatskoj embriogenezi (Fehér i sar. 2003). Takođe, kod nekih vrsta i endogeni nivoi 
abscisinske kiseline (ABA) kao i citokinina mogu imati značaj za inicijaciju 
embriogenih kultura (Senger i sar. 2001; Pintos i sar. 2002). 
 
1.2.1.3. Razviće somatskih embriona 
 Nakon indukcije somatske embriogeneze, odnosno sticanja kompetentnosti, 
počinje formiranje somatskih embriona. Ovaj proces može biti podstaknut različitim 
faktorima, zavisno od vrste, sorte i fizioloških karakteristika majke biljke. Obično nakon 
promene koncentracije biljnih regulatora rastenja u hranljivoj podlozi, izvora 
ugljovodonika ili osmotskog potencijala, indukovane ćelije, odnosno tkiva ispoljavaju 
svoju embriogenu kompetentnost i diferenciraju se u somatske embrione (Jiménez 
2005).  
 U onim slučajevima u kojima je primena auksina najefikasniji tretman za 
indukciju somatske embriogeneze, dalje razviće somatskih embriona se često postiže 
smanjenjem koncentracije ili uklanjanjem auksina iz hranljive podloge. Smatra se da 
konstantno gajenje na podlozi sa auksinom kao što je 2,4-D, dovodi do toga da 
proembrionalne mase pored produkata gena neophodnih za formiranje globularnog 
stadijuma embriogeneze, sadrže i mnoge druge iRNK i proteine čije kontinuirano 
prisustvo inhibira nastavak procesa embriogeneze (Zimmerman 1993; Filonova i sar. 
2000). Pokazano je da je za normalnu morfogenezu nakon stadijuma globule neophodan 
odgovarajući polarni transport auksina (Liu i sar. 1993). Endogeni nivo IAA mora biti 
smanjen kako bi se uspostavio polarni auksinski gradijent, a prisustvo auksina u podlozi 
ne dozvoljava smanjenje endogenog nivoa IAA, i time inhibira razviće embriona 
(Jiménez i sar. 2005).  




 Embriogene kulture nekih vrsta i genotipova mogu da se gaje duže na hranljivim 
podlogama sa auksinima i da pri tom zadrže pun embriogeni potencijal za proizvodnju 
somatskih embriona, koji se dalje razvijaju u biljke (Von Arnold i sar. 2002; Park i sar. 
2005).   
 Razviće somatskog embriona obuhvata ključne stadijume zigotske embriogeneze 
(Zimmerman 1993; Von Arnold i sar. 2002; Jiménez 2005). Prva deoba ćelija ne mora 
biti inekvalna, kao u slučaju zigotske embriogeneze, ali se posle nekoliko deoba 
obrazuje globula koja može obrazovati globularni embrion ili proembrionalnu masu 
(Haccius 1978). Za razliku od zigotske embriogeneze koja počinje od jedne ćelije od 
koje nastaje globularni embrion sa određenim brojem ćelija, somatska embriogeneza 
počinje od jedne ili grupe ćelija, a globularna struktura se sastoji od promenljivog broja 
ćelija (Smertenko i Bozhkov 2014). Dalje razviće obuhvata sticanje polarnosti, sa 
formiranim začecima kotiledona i meristemom izdanka na jednom kraju i meristemom 
korena na drugom. Ovaj stadijum se naziva srcasti. Zatim dolazi do daljeg izduživanja 
hipokotila i razvoja korenka u torpedo stadijumu koji se nastavlja u rani i kasni 
kotiledonarni stadijum sa zelenim kotiledonima, izduženim hipokotilom i razvijenim 
korenkom (Zimmerman 1993).  
 Somatski embrioni liče na zigotske i morfološki i fiziološki (Zimmerman 1993; 
Von Arnold i sar. 2002). I zigotski i somatski embrioni imaju tipičnu embriogenu 
strukturu, odnosno apikalno-bazalnu i radijalnu polarnost, kao i primarne meristeme 
korena i izdanka. Ključni geni koji kontrolišu zigotsku embriogenezu imaju slične uloge 
i tokom somatske (Mordhorst i sar. 2002; De Smet i sar. 2010). Takođe, somatski 
embrioni akumuliraju slične hranljive materije neophodne za klijanje. Međutim, kod 
zigotskih embriona dolazi do dehidratacije i pripreme za dormanciju koje kompletiraju 
proces formiranja semena, najvećim delom pod uticajem ABA (Thomas 1993), dok se 
somatski embrioni u najvećem broju slučajeva kontinualno diferenciraju, aktivacijom 
meristema korena i izdanka bez stadijuma mirovanja i prethodne dehidratacije 
(Zimmerman 1993; Smertenko i Bozhkov 2014). 
 
 




1.2.1.4. Očuvanje embriogenog potencijala tokom vremena 
 Preduslov za uspostavljanje uspešne somatske embriogeneze podrazumeva 
dobar izbor biljnog materijala, tj. odabir eksplantata koji su izvor kompetentnih ćelija. 
Sa druge strane, određivanje fizičkih i hemijskih faktora koji indukuju njihov 
embriogeni put razvića je izuzetno važan (Gaj 2004). Ukupni potencijal neke kulture za 
somatsku embriogenezu je najviši  kada je kultura relativno mlada, tokom prve godine i 
zadržava se unutar proembrionalnih masa (Zimmerman 1993). Razlozi zbog kojih se 
embriogeni potencijal gubi ili vremenom smanjuje nisu poznati. Primećeno je da se kod 
nekih vrsta embriogene i neembriogene ćelije razlikuju po sadržaju endogenih auksina, 
odnosno da ih je više kod embriogenih (Guiderdoni i sar. 1995). Dalje je primećeno da 
se smanjenje embriogenog kapaciteta posle dužeg gajenja na podlogama za indukciju 
somatske embriogeneze poklapa sa smanjenjem endogenog nivoa IAA (Jiménez i 
Bangerth 2001). Smatra se da je jedan od činilaca koji utiču na embriogeni potencijal 
sinteza i metabolizam endogenih hormona kao što su auksini (Chuck i Hake 2005).  
Jedan od vidova očuvanja embriogenog potencijala u pojedinim kulturama je 
pojava sekundarne embriogeneze. Sekundarna ili repetitivna embriogeneza 
podrazumeva formiranje novih somatskih embriona na prethodnoj generaciji somatskih 
embriona. Ova pojava je opisana kod velikog broja biljnih vrsta (Raemakers i sar. 1995) 
i pogodna je za kloniranje i masovnu proizvodnju embriona (Kamle i sar. 2011). Neke 
kulture imaju sposobnost da održe kompetenciju za sekundarnu embriogenezu dugi niz 
godina i tako obezbede materijal koristan za mnoga istraživanja (Martinelli i sar. 2001). 
  
1.2.2. De novo organogeneza 
 De novo organogeneza biljaka in vitro je proces tokom kojeg se, pod određenim 
fizičkim i hemijskim uslovima, organi kao što su korenovi i izdanci, de novo formiraju 
iz različitih delova biljaka, odnosno eksplantata koji ne sadrže primordije tih organa 
(Thorpe 1980). In vitro organogeneza izdanka i korena se primetno razlikuje od 
njihovog razvića tokom zigotske embriogeneze. Naime, tokom de novo organogeneze, 
formiranje meristema izdanka ili korena se inicira od dediferenciranih somatskih ćelija, 
a ne od embrionalnih ćelija kao kod embriogeneze. 




 Za proces de novo organogeneze neophodan je balans odgovarajućih regulatora 
rastenja, odnosno auksina i citokinina u hranljivoj podlozi. Još polovinom 20. veka, 
Skoog i Miller (1957) su pokazali regulatorne efekte ovih hormona na proces 
organogeneze in vitro, pri čemu njihovo prisustvo u određenim koncentracijama u 
hranljivoj podlozi ima ulogu u određivanju morfološkog puta eksplantata i formiranju 
različitih organa (Christianson i Warnick 1985). Naime, odnos u kojem preovlađuju 
auksini u odnosu na citokinine promoviše formiranje korena. Sa druge strane, odnos u 
kojem preovlađuju citokinini vodi ka formiranju izdanka. Takođe, ne samo odnos, već i 
koncentracija egzogeno primenjenih hormona ima važnu ulogu u usmeravanju  
diferencijacije ćelija tokom organogeneze ka formiranju izdanaka ili korenova (Zhao i 
sar. 2008). 
 Iako je značaj istraživanja Skoog-a i Miller-a ogroman za regeneraciju biljaka, 
pokazalo se da nisu sve biljke isto osetljive na regulatore rastenja (Oinam i sar. 2011). 
Naime, pre same regeneracije organa odvija se niz procesa, tako da je, u zavisnosti od 
vrste biljaka, neophodno primeniti različite tretmane (Cary i sar. 2002; Che i sar. 2007). 
Do nedavno, istraživanja in vitro organogeneze su bila ograničena prvenstveno na 
morfološki i fiziološki nivo. Međutim, danas je zahvaljujući molekularnim markerima 
omogućeno razumevanje ovog procesa i na molekularnom nivou. Do novih otkrića se 
došlo zahvaljujući izučavanju de novo organogeneze kod model-biljke Arabidopsis 
thaliana, kao i istraživanjima generalne uloge auksina i citokinina u razviću biljaka. 
  
1.2.2.1. Predloženi model razvića organa tokom de novo organogeneze  
De novo organogeneza može biti direktna ili indirektna. Tokom direktnog puta, 
formiranje meristema i dalje začetaka organa se odvija bez formiranja posrednog 
kalusnog tkiva, već direktno dediferencijacijom i rediferencijacijom ćelija eksplantata. 
U drugom slučaju, dediferencirane ćelije se najpre intenzivno dele pri čemu nastaje 
kalus, u okviru koga se zatim formiraju meristemski centri (Yancheva i sar. 2003; 
Gahan i George 2008). 
 Tokom de novo organogeneze, novi organi (izdanak ili koren) mogu da se 
razviju na eksplantatima, tj. odsečcima različitih biljnih organa, kao što su listovi, stabla 




ili korenovi. Ovaj proces zavisi od egzogeno primenjenih regulatora rastenja, kao i 
specifičnih receptora (Magyar-Tábori i sar. 2010). Primećena je velika varijabilnost u 
frekvenciji organogeneze između varijeteta i vrsta biljaka, što verovatno zavisi od 
proporcije ćelija koje su osetljive na primenjene regulatore rastenja. Molekularne i 
genetičke analize de novo organogeneze podržavaju model po kome je ovaj proces u 
osnovi podeljen na tri faze (Sugiyama 1999; Zhang i Lemaux 2004). U prvoj fazi, ćelije 
tkiva eksplantata postaju sposobne da odgovore na biljne regulatore rastenja (Howell i 
sar. 2003). To vodi ka sticanju kompetencije za organogenezu, što podrazumeva 
dediferencijaciju ćelija. Zatim, u drugoj fazi kompetentne ćelije u eksplantatima ponovo 
ulaze u ćelijski ciklus i njihov razvojni put se menja u cilju formiranja specifičnih 
začetaka organa. Ovo predstavlja ključni korak u organogenezi koji zavisi od 
specifičnog odnosa hormona u hranljivoj podlozi (Gahan i George 2008). Dakle, kada 
somatske ćelije adekvatno odgovore na egzogeno primenjene regulatore rastenja, one 
mogu biti reprogramirane tako da uđu u put de novo organogeneze, odnosno da se 
razvijaju u drugom pravcu i daju organe za koje u početnom eksplantatu nisu postojale 
primordije. U poslednjoj fazi odvija se in vitro morfogeneza. Iako se smatralo da je ova 
faza nezavisna od egzogeno primenjenih hormona (Sugiyama 1999), pokazano je da su 
određeni tip auksina kao i dužina i momenat njihove primene kritični i za aktivaciju i za 
napredovanje programa razvića organa (Yancheva i sar. 2003).  
 
1.2.2.2. Uloga biljnih regulatora rastenja u procesu de novo organogeneze 
Auksini i citokinini imaju važnu ulogu u mnogim aspektima rastenja i razvića 
biljaka. Interakcija između auksina i citokinina je naročito važna u kontrolisanju 
formiranja i održavanja meristema koji su neophodni za formiranje celog organizma. U 
većini slučajeva, ćelije koje su uključene u regeneraciju organa nisu direktno u kontaktu 
sa regulatorima rastenja u hranljivoj podlozi, što ukazuje na to da transdukcija 
hormonskih signala ima važnu ulogu u odgovoru eksplantatskih ćelija na biljne 
hormone.  
 Uspešni protokoli za de novo organogenezu, uključujući pre svega protokol za 
regeneraciju izdanaka kod A. thaliana, podrazumevaju dva uzastopna koraka. Prvi 
tretman je gajenje eksplantata na hranljivoj podlozi u kojoj je koncentracija auksina 




veća od koncentracije citokinina, koja se označava i kao podloga za indukovanje kalusa 
– CIM (eng. Callus Iduction Medium). Ovaj korak je dalje praćen gajenjem eksplantata 
na podlozi u kojoj je koncentracija citokinina veća od koncentracije  auksina, tj. podlozi 
za indukovanje izdanaka – SIM (eng. Shoot Iduction Medium). Tokom ovakvog 
tretmana biljnog materijala, sticanje organogene kompetencije i formiranje začetaka 
organa je indukovano auksinima, dok je usmeravanje primordija u pravcu razvoja 
izdanka kontrolisano citokininima (Motte i sar. 2014).  
 Kod A. thaliana je pokazano da tokom regeneracije izdanaka iz eksplantata 
korena prilikom gajenja na CIM-u, kompetenciju za formiranje organa stiče grupa ćelija 
iz pericikla (Che i sar. 2007). Takođe je pokazano da su događaji tokom ovakvog 
regenerativnog puta veoma slični onima koji se dešavaju tokom formiranja bočnih 
korenova in planta, kao i da su kalusi nastali od korena, lista ili hipokotila slični 
začecima korena (Sugimoto i sar. 2010). Ovi kalusi ili začeci organa stiču kompetenciju 
da formiraju organe, odnosno postaju sposobni da odgovore na određene hormonske 
signale (Che i sar. 2007). U tom trenutku oni mogu dati ili izdanak ili koren i mogu se 
smatrati začecima organa, a tkivo koje se dobija nakon indukcije na CIM-u označava se 
kao organogeni kalus. Kada se eksplantati produženo gaje na podlozi bogatoj 
auksinima, začeci organa će postati determinisani za formiranje korena a izgubiće 
sposobnost da formiraju izdanke (Cary i sar. 2002; Gordon i sar. 2009).  
Kada se eksplantati prebace na SIM, dolazi do daljeg razvića izdanka, pri čemu 
veliki značaj ima interakcija auksinskih i citokininskih signalnih puteva. Pokazano je da 
tokom inkubacije na CIM-u, u tkivu eksplantata dolazi do povećanja ekspresije brojnih 
gena auksinskog odgovora, a nakon prebacivanja na SIM dolazi do snižavanja nivoa 
njihove ekspresije. Imajući u vidu da SIM podrazumeva prisustvo veće koncentracije 
citokinina u odnosu na auksine, može se zaključiti da upravo citokinini predstavljaju 
glavne faktore odgovorne za indukciju regeneracije izdanka iz kalusa (Che i sar. 2002; 








1.2.2.3. Molekularni aspekt de novo organogeneze  
 Molekularni aspekt de novo organogeneze je za sada dobro izučen samo kod 
model-biljke A. thaliana tokom regeneracije izdanaka iz odsečaka korenova. Već je 
rečeno da prisustvo auksina u hranljivoj podlozi dovodi do formiranja organogenog 
kalusa, odnosno ćelije pericikla počinju da se dele, što dovodi do stvaranja začetka 
organa sa kompetencijom za formiranje izdanka. Preduslov za navedene događaje je 
stvaranje lokalnog auksinskog gradijenta. Auksinski gradijent se formira posredstvom 
auksinskih transportnih proteina a to dalje vodi ka aktivaciji odgovora indukovanih 
auksinima u ćelijama pericikla (Che i sar. 2007). Kod A. thaliana su pronađene tri 
familije auksinskih transportera: za efluks auksina odgovorni su PIN (“PINFORMED“) 
proteini i PGP (“MULTIDRUG RESISTANCE-p-glycoprotein“) proteini, a za influks 
AUX1 (“AUXIN-RESISTANT1“), odnosno LAX (“LIKE AUX1“) proteini.  
Sintetički auksini, kao što je 2,4-D ili α-naftil-sirćetna kiselina (NAA), se često 
koriste u indukciji de novo organogeneze. Oni se odlikuju specifičnim karakteristikama 
koje im omogućavaju da se akumuliraju u ćelijama eksplantata, ostvarujući maksimalne 
koncentracije auksina i zahvaljujući tome, neophodni auksinski gradijent (Motte i sar. 
2014). Tako, 2,4-D se ne transportuje iz ćelija pomoću PIN transportera, a NAA može 
ući u ćeliju i nezavisno od AUX/LAX proteina (Delbarre i sar. 1996). Interesantno je da 
iako su auksinski PIN transporteri značajni za formiranje gradijenta tokom formiranja 
organa (Benková i sar. 2003), pokazano je da inhibicija polarnog tansporta na samom 
početku de novo organogeneze stimuliše formiranje organogenog kalusa (Pernisová i 
sar. 2009).  
Akumulacija auksina u ćelijama pericikla aktivira signalnu kaskadu koja vodi ka 
asimetričnim deobama onih ćelija koje imaju sposobnost da odgovore na ovaj auksinski 
signal. To dalje pokreće “nizvodne” komponente auksinskog signalnog puta (Motte i 
sar. 2014). Značajne su dve klase transkripcionih regulatora, a to su faktori auksinskog 
odgovora tj. ARF proteini (“AUXIN RESPONSE FACTOR”) i Aux/IAA proteini 
(Quint i Gray 2006). ARF proteini mogu funkcionisati ili kao aktivatori ili kao represori 
u regulaciji genske ekspresije indukovane auksinom, dok Aux/IAA proteini negativno 
regulišu signalne puteve indukovane auksinom (Ulmasov i sar. 1997; 1999). 




 Tokom gajenja na CIM-u takođe dolazi do indukcije gena koji su uključeni u 
formiranje bočnih korenova, što ukazuje na podudaranje između formiranja začetaka 
lateralnih korenova i začetaka od kojih će se formirati de novo izdanci. Pokazano je da 
čak trećina gena čija je ekspresija povišena tokom indukcije kalusa predstavlja gene koji 
su aktivirani u vršnoj zoni korena (Sugimoto i sar. 2010). 
 Takođe, pokazano je da AtIPT5, gen koji je uključen u biosintezu citokinina i 
ARR5 (“ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 5“), gen koji kodira regulator 
citokininskog odgovora, imaju uporedive obrasce ekspresije u začecima bočnih 
korenova tokom razvića i začecima organa formiranih na CIM-u (Miyawaki i sar. 2004; 
Atta i sar. 2009). Ovi podaci ukazuju na to da i citokinini imaju ulogu u ranim fazama 
regeneracije izdanaka. 
  Nakon formiranja organogenog kalusa, visoka koncentracija citokinina u 
hranljivoj podlozi SIM određuje identitet začetaka organa u kalusu, a to je u ovom 
slučaju identitet izdanaka (Gordon i sar. 2009). Uspešnost regeneracije zavisi najpre od 
sposobnosti usvajanja citokinina od strane ćelija sa stečenom organogenom 
kompetencijom. Usvajanje citokinina iz hranljive podloge se odlikuje višefaznom 
kinetikom. Pokazano je da specifična aromatična jedinjenja kao što je karbonil cijanid 
m-hlorofenil hidrazon (CCCP), koja omogućavaju protonima da prođu lipidni dvosloj 
ćelijske membrane, nakon dodavanja u podlogu dovode do potpunog prekida 
citokininskog transporta. Zbog toga se pretpostavlja da se usvajanje citokinina 
uglavnom obavlja posredstvom citokininskog transportnog sistema spregnutog sa 
protonima (Cedzich i sar. 2008).  
 Nivo endogenih citokinina u biljkama zavisi od njihove biosinteze, degradacije i 
modifikacija. Pored endogenog nivoa citokinina, važan faktor za razviće predstavlja i 
prostorna distribucija ovih hormona. Genetičke i molekularne analize su otkrile važne 
gene uključene u transdukciju citokininskih signala kod A. thaliana (Hwang i Sheen 
2001; Haberer i Kieber 2002). Tako, ulogu citokininskih transmembranskih receptora 
vrše histidinske protein kinaze označene kao AHKs. Pokazano je da tokom indukcije na 
CIM-u dolazi do akumuliranja AHK4 na određenim mestima u tkivu povećavajući 
osetljivost na citokinine čime ova mesta postaju predodređena za formiranje izdanaka 
(Gordon i sar. 2009).  




 AHP proteini, odnosno histidin-fosfotransferaze (“ARABIDOPSIS HISTIDINE 
PHOSPHO-TRANSFER PROTEINs”) prenose dalje signal od AHKs do regulatora 
citokininskog odgovora, odnosno ARR proteina tipa A i tipa B koji dalje aktiviraju ili 
sprečavaju transkripciju gena (Suzuki i sar. 2000). Na taj način, stimulacija ili inhibicija 
signalnog puta “nizvodno” od AHP proteina dramatično utiče na organogenezu. 
 ARR proteini tipa A i B se razlikuju kako po strukturi, tako i po funkciji (To i 
Kieber, 2008). Aktivacija ARR proteina tipa B dovodi do pojačane transkripcije gena za 
ARR proteine tipa A (Sakai i sar. 2001), kao i gena za faktore citokininskog odgovora 
(“CYTOKININ RESPONSE FACTOR” – CRF; Rashotte i sar. 2003). ARR proteini 
tipa A su negativni regulatori citokininskog odgovora (To i sar. 2007). Oni 
mehanizmom negativne povratne sprege deluju na različite elemente citokininske 
signalne kaskade (Lee i sar. 2007) i deluju inhibitorno na meristemsku aktivnost 
(Buechel i sar. 2010). Aktivacija citokininske signalne kaskade stimuliše prelazak 
produkata ekspresije CRF gena u nukleus, gde deluju kao transkripcioni faktori. Oni sa 
ARR proteinima tipa B stimulišu transkripciju niza gena odgovornih za efektorske 
funkcije citokininskog odgovora, među kojima je razviće izdanka i korena (Rashotte i 
sar. 2006). 
 Kod A. thaliana je pokazano da tokom zigotskog razvića kao odgovor na 
prisustvo citokinina dolazi do ekspresije WUS (“WUSCHEL“, Mayer i sar. 1998) gena. 
Ovaj gen kodira transkripcioni faktor čija aktivnost vodi ka daljoj signalizaciji, što 
dovodi do ekspresije CLV3 (“CLAVATA 3“, Fletcher i sar. 1999) gena u matičnim 
ćelijama. Produkt ovog gena interaguje sa CLV1/CLV2 receptorskim kompeksom, čime 
se ograničava područje ekspresije WUS gena. Na taj način, organizacija i funkcionisanje 
embrionalnog apikalnog meristema izdanka su regulisani mehanizmom negativne 
povratne sprege kojom CLV3 proteini utiču na ekspresiju WUS gena, a to obezbeđuje 
kontrolu broja matičnih ćelija prisutnih u centralnoj zoni apikalnog meristema (Weigel i 
Jürgens 2002). Organi izdanka nastaju od 6 do 9 ćelija, i to uglavnom matičnih ćelija 
(Laux i sar. 2003). Tokom postembrionalnog razvića, za ekspresiju CLV3 neophodni su 
i WUS i STM (produkt “SHOOT MERISTEMLES“ gena) (Brand i sar. 2002). 
Transkripcioni faktori WUS i STM su ključni tokom formiranja meristema kao i 
njegovog održavanja, ali oni deluju nezavisno jedan od drugog (Lenhard i sar. 2002). 




 Tokom de novo organogeneze, inkubacija na SIM-u dovodi do ekspresije brojnih 
gena regulisanih citokininima, koji leže u osnovi inicijacije formiranja izdanka (Che i 
sar. 2002). Pokazano je da i tokom ovog procesa citokinini iniciraju ektopičnu 
ekspresiju WUS gena u kalusu (Cary i sar. 2002; Gordon i sar. 2007; 2009). Produkt 
ovog gena kao transkripcioni faktor direktno smanjuje ekspresiju ARR tipa A, što utiče 
na citokininsku signalizaciju i samim tim na proces regeneracije (Buechel i sar. 2010). 
 Ekspresija WUS gena se tokom gajenja na SIM-u odvija u dve faze. U prvoj fazi, 
ekspresija je uočena u tkivu eksplantata na mestima koja okružuju preteču izdanka i u 
kojima se eksprimira gen CUC2 (“CUP-SHAPED COTYLEDON 2“). Povećana 
ekspresija CUC1 i CUC2 je uočena i tokom formiranja kalusa na auksinskom 
pretretmanu (Cary i sar. 2002; Gordon i sar. 2007). Ekspresija ova dva gena tokom 
regeneracije aktivira STM gen (Hibara i sar. 2003). I WUS i STM su neophodni i 
dovoljni za de novo formiranje izdanaka. STM pripada KN1 (“KNOTTED 1“) tipu gena. 
KN1 je pronađen kod kukuruza (Vollbrecht i sar. 1991) i pokazano je da on kao i njemu 
slični geni kod A. thaliana imaju ključnu ulogu u inicijaciji meristema i održavanju 
nediferenciranih ćelija u centralnoj zoni apikalnog meristema izdanka (Long i sar. 
1996). Brand i saradnici (2002) su pokazali da se zahvaljući STM, bar kada se 
eksprimira u okviru meristema, determiniše razvojni put izdanka. Takođe, pokazano je 
da ekspresija STM stimuliše biosintezu citokinina u apikalnom meristemu izdanka 
(Yanai i sar. 2005). 
 U drugoj fazi, ekspresija WUS gena biva ograničena na ona mesta na kojima je 
tokom gajenja na CIM-u aktiviran receptorski AKH4 gen. Povećana transkripcija AKH4 
gena je neophodna za aktivaciju WUS tokom indukcije izdanka (Gordon i sar. 2007; 
Chatfield i sar. 2013). Egzogeno primenjeni auksini povećavaju ekspresiju AHK4 na 
CIM-u, a njegov produkt zatim pojačava odgovor na egzogeno primenjene citokinine 
nakon prebacivanja na SIM. Nakon ekspresije WUS gena, dolazi do ekspresije CLV3 
gena u vršnom delu začetka organa koji se razvija u apikalni meristem izdanka 
(Chatfield i sar. 2013).   
Zhang i saradnici (1998) su pokazali da KN1 tip gena može predstavljati 
pouzdan molekularni marker za detekciju formiranja meristema izdanka in vitro, a 
takođe je pokazano da formiranje meristema izdanaka in vitro najverovatnije prati iste 




puteve kao i prilikom razvića meristema izdanka in planta. Dodatno, ispitivanja 
obrazaca ekspresije “Brostm“ gena, KN1-tip gena kod Brassica oleracea, i “Brocyc“ 
gena, ciklin-tip gena kod pripadnika roda Brassica, tokom de novo organogeneze, 
pokazala su da do prekretnice u obrascu razvića dolazi pre nego što započnu ćelijske 
deobe (Teo i sar. 2001). Ove promene su obuhvatale manje grupe floemskih 
parenhimskih ćelija u sastavu stabla, a za indukciju ekspresije “Brostm“ gena bilo je 
neophodno prisustvo citokinina. Ekspresija ovog gena je trajala tokom ćelijskih deoba 
koje su dovele do formiranja organa. 
 
1.2.2.4. Značaj de novo organogeneze 
 De novo organogeneza predstavlja jedan od glavnih puteva koji se koriste za 
regeneraciju biljaka in vitro. Takođe, predstavlja kritičan korak u protokolima za 
transformaciju biljaka. De novo organogeneza je pronašla široku primenu u mutagenezi, 
poliploidizaciji, kao i u skladištenju germplazme, a može poslužiti i kao koristan 
eksperimentalni sistem za proučavanje regulatornih mehanizama razvića biljaka (Zhao 
2008) Tako, pojedinačni tipovi organa, kao što su korenovi ili izdanci, mogu biti 
regenerisani iz različitih tkiva u cilju istraživanja interakcija hormona tokom 
organogeneze kod biljaka (Su i sar. 2011). 
 
1.2.3. Regeneracija biljaka kelerabe in vitro 
Uslovi za regeneraciju biljaka in vitro kod brojnih pripadnika roda Brassica su 
intenzivno izučavani tokom poslednjih godina (Cardoza i Stewart 2004; Vinterhalter i 
sar. 2007). U najviše proučavane vrste spadaju B. oleracea (Hansen i sar. 1999; 
Sparrow i sar. 2004; Sretenović-Rajičić i sar. 2004; 2006; Chikkala i sar. 2009), B. 
juncea (Zhang i sar. 2006), B. napus (Koh i Loh 2000; Moghaieb i sar. 2006; Haddadi i 
sar. 2008) i B. campestris (Paul i Sikdar 2005).  
Iako je somatska embriogeneza korišćena u sistemima za regeneraciju i 
transformaciju mnogih biljnih vrsta, kod pripadnika roda Brassica to i nije slučaj. 
Razlog tome jeste to što su protokoli za regeneraciju putem organogeneze kod 




kupusnjača dosta dobro opisani i pokazali su se kao vrlo uspešni kod većine vrsta 
(Cardoza i Stewart 2004). Somatska embriogeneza je opisana kod B. napus (Ilić-Grubor 
i sar. 1998; Turgut i sar. 1998; Koh i Loh 2000; Zeynali i sar. 2010), B. oleracea (Dias i 
Martins 1999; Leroy i sar. 2000; Qin i sar. 2007; Yang i sar. 2010), B. rapa (Choi i sar. 
1996) i B. carinata (Barro i Martin 1999). Kao početni biljni materijal u protokolima za 
somatsku embriogenezu kod vrsta roda Brassica korišćeni su nezreli zigotski embrioni 
(Choi i sar. 1998), hipokotili (Deane i sar. 1997; Koh i Loh 2000; Leroy i sar. 2000; Qin 
i sar. 2007; Zeynali i sar. 2010), kotiledoni (Choi i sar. 1996; Qin i sar. 2007; Zeynali i 
sar. 2010), ili korenovi (Yang i sar. 2010). 
Smatra se da de novo organogeneza izdanaka predstavlja najviše korišćeni put 
regeneracije za mnoge vrste roda Brassica u poređenju sa drugim načinima regeneracije 
(Cardoza i Stewart, 2004). Ona predstavlja osnovno oruđe za regeneraciju biljaka in 
vitro. Razvijeni su brojni protokoli koji koriste različit početni biljni materijal kao što su 
hipokotili (Khan i sar. 2003; Ghnaya i sar. 2008; Pavlović i sar. 2010), listovi 
(Glendening i Sjolund 1988; Abbasi i sar. 2011), korenovi (Lillo i Shanin 1986), 
kotiledoni (Ono i sar. 1994; Cogbill i sar. 2010), protoplasti (Hu i sar. 1999), i cvetni 
segmenti (Bhalla i De Weerd 1999). 
Keleraba je najmanje proučavana od svih kupusnjača. Pretpostavlja se da su 
razlozi za to poteškoće vezane za regeneraciju biljaka. Postoji samo nekoliko prethodno 
objavljenih pokušaja in vitro regeneracije kelerabe. To je najpre rad Glendening-a i 
Sjolund-a (1988) koji su u svojim istraživanjima koristili visoke koncentracije biljnih 
regulatora rastenja, čak do 10 mg L-1 citokinina N6-benzilaminopurin-a (BAP) i 1 mg L-1 
auksina NAA u hranljivoj podlozi, u cilju indukcije de novo organogeneze na 
odsečcima listova kelerabe. Klima i saradnici (2004), koji su koristili kulturu 
mikrospora kelerabe, opisali su relativno visoku frekvenciju androgene embriogeneze, 









 Citokinini predstavljaju klasu hormona koja je široko rasprostranjena u biljnom 
svetu. Oni ispoljavaju različite efekte na važne fiziološke procese u biljkama kao što su 
indukcija ćellijskih deoba, de novo organogeneza izdanaka, stimulacija rastenja 
mirujućih pupoljaka, odlaganje senescencije listova i mnoge druge (Mok i Mok 2001; 
Mazid i sar. 2011). 
 Citokinini su otkriveni pedesetih godina 20. veka, kao faktori koji stimulišu 
deobu biljnih ćelija u prisustvu do tada jedinog poznatog hormona, auksina. Završna 
faza ćelijskih deoba je poznata i kao citokineza, pa su po njoj ovi hormoni i dobili ime 
citokinini. Otkriće citokinina se pripisuje naučnicima Skoog-u i Miller-u koji su 
proučavali deobu ćelija u tkivu srži duvana pod uticajem različitih izvora purinskih 
baza. Nakon primene izolata DNK iz sperme haringe, koji je bio delimično degradovan 
nakon autoklaviranja, uočen je snažan efekat na deobu ispitivanih ćelija. Iz ovog 
preparata izolovan je produkt oksidativne degradacije DNK koji je nazvan kinetin, i 
identifikovan je kao prvi citokinin (Miler i sar. 1955a; 1955b). Nekoliko godina kasnije, 
Letham (1963) je izolovao i prvi prirodni citokinin, zeatin, iz nezrelog endosperma 
kukuruza (Zea mays).  
 
1.3.1. Struktura citokinina 
 Prirodni citokinini predstavljaju derivate purinske baze adenina, kod kojih je 
izvršena N6-supstitucija. Na osnovu hemijske prirode supstituenta, citokinini se mogu 
podeliti na izoprenoidne i aromatične.  
 Izoprenoidni citokinini (Slika 3a) se formiraju kada se jedna izoprenoidna C5 
jedinica, nastala od dimetil-alil-difosfata (DMAPP), veže za N6 atom adenina. U ovu 
klasu citokinina spadaju slobodne baze N6-(Δ2-izopentenil) adenin (iP), trans-zeatin 
(transZ), cis-zeatin (cisZ), dihidrozeatin (DHZ) kao i njihovi derivati. Trans- i cis-
izomeri zeatina nastaju hidroksilacijom bočnog lanca iP, koja se može odvijati ili u 
trans- ili u cis-položaju. DHZ nastaje nakon zasićenja dvogube veze u zeatinu.  





Slika 3. Hemijske strukture prirodnih (a) izoprenoidnih i (b) aromatičnih citokinina 
(Prema Sakakibara 2006). 
 Izoprenoidni citokinini su pronađeni kod svih ispitivanih vrsta biljaka 
(Sakakibara 2006). Najšire rasprostranjeni prirodni izoprenoidni citokinini jesu iP i 
transZ, pri čemu transZ ima najznačajniju biološku ulogu. Zastupljenost izoprenoidnih 
citokinina može varirati od vrste do vrste biljaka, pa su tako kod A. thaliana 
najzastupljeniji pomenuti iP i transZ, dok je kod kukuruza to cisZ (Veach i sar. 2003). 
Takođe, uočena je razlika u sadržaju ovih citokinina u i samim biljnim tkivima tokom 
različitih stadijuma razvića (Meijón i sar. 2011; Cuesta i sar. 2102). 
 Dugo vremena se smatralo da je cisZ neaktivna ili slabo aktivna forma 
citokinina, s obzirom na to da su ranija istraživanja pokazala slabu biološku 
aktivnost cisZ u nekim biološkim testovima za detekciju citokininske aktivnosti 
(Schmitz i sar. 1972; Kamínek i sar. 1979). Međutim, u poslednje vreme sve veća 
važnost se pridaje i cis-zeatinu. Kod brojnih biljnih vrsta je pokazano da cis-izomeri 
zeatina predstavljaju više od 50% ukupnog nivoa citokinina (Gajdošová i sar. 2011; 
Stirk i sar. 2012). Takođe, potvrđena je i njihova uključenost u mnoge procese tokom 
rastenja i razvića biljaka, između ostalog u sazrevanju i klijanju semena (Emery i sar. 
1998; Stirk i sar. 2012). 
Aromatični citokinini (Slika 3b) nastaju kada se za N6 atom adenina veže 
aromatično jezgro, koje može biti supstituisano hidroksi- ili metoksi-grupom (Strnad 




1997). Kada se supstitucija aromatičnog prstena vrši hidroksilnom grupom, nastaju 
hidroksil-derivati: orto-topolin (oT) i meta-topolin (mT), a supstitucijom metoksi-
grupom nastaju metoksi-derivati, orto-metoksitopolin (meoT) i meta-metoksitopolin 
(memT) (Tarkowská i sar. 2003). Prvi identifikovani aromatični citokinin jeste N6-
benzilaminopurin, odnosno N6-benziladenin (BAP). On je najpre izolovan iz topole 
(Horgan i sar. 1973), a zatim je njegovo prisustvo pokazano i kod većeg broja drugih 
vrsta (Stirk i sar. 2012), među kojima su paradajz (Nandi i sar. 1989) i A. thaliana 
(Tarkowská i sar. 2003). 
 Aromatični citokinini su ređe zastupljeni u biljnom svetu od izoprenoidnih, ali se 
sve više potvrđuje njihovo prisustvo kod vaskularnih biljaka (Strnad 1997; Stirk i sar. 
2012). Takođe, smatra se da aromatični citokinini imaju značajniju ulogu u zrelim, 
diferenciranim tkivima nego u mladim tkivima sa intenzivnom ćelijskom deobom (Stirk 
i sar. 2012).  
 Pored prirodnih postoje i sintetički citokinini koji nemaju adeninsku strukturu, 
već po svojoj hemijskoj strukturi predstavljaju derivate feniluree (Mok i Mok, 2001). 
Sintetički citokinini su supstance koje imaju citokininski efekat, pri čemu ga neki imaju 
kao direktnu posledicu vezivanja za proteine koji vezuju citokinine. Drugi sintetički 
citokinini imaju posredan efekat, npr. preko inhibicije citokinin oksidaze/dehidrogenaze 
(CKX), enzima odgovornog za ireverzibilnu degradaciju citokinina. U sintetičke 
citokinine spadaju N-fenil-N'-(2-hloro-4-piridil)-urea (CPPU) i tidiazuron (TDZ, Slika 
4), koji predstavljaju analoge difeniluree (DFU), prvog identifikovanog sintetičkog 
citokinina. Ove supstance se odlikuju velikom stabilnošću i jakom citokiniskom 
aktivnošću (Mok i sar. 1982).  
 
Slika 4. Hemijska struktura tidiazurona 
 
 




1.3.2. Konjugovani oblici citokinina 
 Slobodne citokininske baze predstavljaju biološki aktivne forme citokinina 
(Yamada i sar. 2001). One mogu biti prevedene u biološki slabije aktivne ili neaktivne 
konjugate modifikacijom izoprenoidnog lanca koji je vezan za N6 atom adenina ili 
samog adeninskog prstena (Slika 5). Razlikuju se: 
 ribozidi (ribonukleozidi) – nastaju vezivanjem riboze za N9 atom purinskog 
prstena; od iP, transZ, cisZ i DHZ nastaju iPR, transZR, cisZR, odnosno DHZR;  
 ribotidi (ribonukleotidi) – nastaju vezivanjem ribozida preko C5' atoma riboze za 
jedan, dva ili tri fosfatna ostatka, formirajući ribozid-5'-monofosfate (RMP), 
ribozid-5'-difosfate (RDP) ili ribozid-5'-trifosfate (RTP) slobodnih baza;  
 O-glukozidi ili O-ksilozidi – nastaju vezivanjem glukoze ili ksiloze za neki od 
atoma kiseonika bočnog lanca transZ, cisZ, DHZ, njihovih ribozida (ali ne i 
ribotida), ili aromatičnih citokinina (Bajguz i Piotrowska 2009; Stirk i sar. 
2012);  
 N-glukozidi – nastaju glukozilacijom atoma azota adeninskog prstena (N3, N7 ili 
N9) citokininskih slobodnih baza, njihovih ribozida ili ribotida (Bajguz i 
Piotrowska 2009);  
 lupinske kiseline – nastaju vezivanjem alanina za N9 atom purinskog prstena 
(Duke i sar. 1978).  
 Prevođenje slobodnih citokininskih baza u ribozide, ribotide, O-glukozide i O-
ksilozide predstavlja reverzibilan process (Bajguz i Piotrowska 2009), pri čemu se ove 
konverzije vrše delovanjem enzima O-glukoziltransferaze i O-ksiloziltransferaze 
(Martin i sar. 1999a; 1999b; 2001; Veach 2003; Meek i sar. 2008). Vraćanje O-
glukozida i O-ksilozida u slobodnu formu vrši enzim β-glukozidaza (Brzobohaty i sar. 
1993). Sa druge strane, N-glukozilacija, sa izuzetkom N3-atoma (Kamínek i sar. 1997), 
je ireverzibilna, kao i konjugacija sa alaninom (Bajguz i Piotrowska 2009).   




 Pretpostavlja se da su ribozidi transportni oblici citokinina. Naime, smatra se da 
se u većini slučajeva transport citokinina vrši kroz ksilem biljke u formi transZ-ribozida 
koji se zatim u nadzemnim delovima biljke, pre svega listovima, prevode u slobodnu 
formu ili u glukozide. Kroz floem biljke citokinini se tranportuju kao iP-ribozidi 
(Noodén i Lethman 1993).  
O-glukolizacija ima važnu ulogu u skladištenju rezervi citokinina, a O-glukozidi 
su prilični stabilni, ali se isto tako po potrebi mogu lako hidrolizovati pri čemu se 
oslobađaju slobodne baze. Na taj način se održava stalna količina aktivnih citokinina u 
biljnim ćelijama (Sakakibara 2006; Bajguz i Piotrowska 2009). 
Takođe, N-glukozidi i konjugati sa alaninom predstavljaju veoma stabilne 
molekule, iz kojih više ne mogu nastati slobodni citokinini. Pretpostavlja se da su oni 
najverovatnije oblik kojim se aktivni citokinini ukljanjaju iz metabolizma, ali njihova 
biološka uloga nije još uvek najjasnija (Mok i Mok 2001; Hou i sar. 2004). 
 
 
Slika 5. Primeri modifikacije bočnog lanca zeatina. Enzimi koji katalizuju ove procese 
su: a zeatin-O-glukoziltransferaza; b zeatin-O-ksiloziltransferaza; c zeatin reduktaza; d 
citokinin oksidaza/dehidrogenaza (Prema Mok i sar. 2000). 
 




1.3.3. Biosinteza citokinina 
 Citokinini su otkriveni u različitim tkivima i organima viših biljaka. Njihovi 
nivoi u biljkama su prostorno i vremenski regulisani. Oni su prisutni u velikoj količini u 
vrhovima korenova, apikalnom meristemu izdanka, kao i u nezrelim semenima (Letham 
1994). Iako se generalno pretpostavlja da je dominantno mesto sinteze ove klase 
hormona meristem korena (Noodén i Letham 1993), takođe se smatra i da kambijum, 
apeks izdanka i nezrela semena sintetišu citokinne (Letham 1994; Emery i sar. 2000). 
 Prirodni citokini su derivati purinske baze, kao što je već spomenuto, tako da je 
za početak njihove biosinteze neophodan nastanak adenina. Predložena su dva puta 
biosinteze citokinina “iP zavisni put“ (Slika 6) i “iP nezavisni put”. 
Izopentenil transferaza (IPT) je enzim koji ima ključnu ulogu u biosintezi 
citokinina. Supstrat ovog enzima je DMAPP (Kakimoto 2001), izoprenoid koji nastaje 
kao produkt dva biosintetička puta, metil-eritritolfosfatnog puta (MEP) i mevalonatnog 
(MVA) puta (Ǻstot i sar. 2000). Smatra se da kod biljaka DMAPP koji ulazi u 
biosintezu citokinina preferencijalno nastaje u MEP putu, koji se dešava u plastidima 
(Takei i sar. 2004b; Sakakibara 2006). Izopentenil transferaza vrši transfer izopentenil-
grupe sa DMAPP na N6 atom adenozin 5’-fosfata (AMP, ADP ili ATP). Ovo je prvi 
korak u sintezi prirodnih izoprenoidnih citokinina gde se formira ribotid biološki 
aktivnog citokinina iP, tj. izopentenil-adenin-ribonukleotid-monofosfat, -difosfat ili -
trifosfat (iPRMP, iPRDP odnosno iPRTP) (Kasahara i sar. 2004). Nakon toga, dolazi do 
hidroksilacije bočnog izopentenil lanca iPRDP ili iPRTP posredstvom enzima citohrom 
P450 monooksigenaza (CYP735A1 i CYP735A2). To su membranski enzimi koji vrše 
hidroksilaciju iP-monofosfata i -difosfata ali ne i trifosfata iPRTP, slobodnh baza i 
nukleozida (Takei i sar. 2004b). Kao rezultat nastaje tZRMP odnosno tZRDP. Enzim 
monofosfat fosforibohidrolaza (LOG) vrši defosforilaciju iPRMP i tZRMP i konvertuje 
ih u specifične slobodne citokininske baze (Sakakibara 2006).  





Slika 6. Model “iP zavisnog puta“ biosinteze citokinina u biljkama (Prema Kakimoto 
2003).  
 Pored opisanog “iP zavisnog puta“ biosinteze, transZ može biti sintetisan i “iP 
nezavisnim putem”. Naime, kao mogući izvor citokinina mogu poslužiti određene vrste 
tRNK koje sadrže cis-zeatin. Slobodne baze citokinina se nikad ne ugrađuju u tRNK, 
već se na njihovom budućem mestu nalazi adenin, od koga nastaje citokinin. DMAPP 
poreklom iz MVA puta može biti prenet na adeninski nukleotid koji je ugrađen u 
molekul tRNK (Kasahara i sar. 2004) ili na slobodni ADP ili ATP (Ǻstot i sar. 2000) u 
procesu koji ne podrazumeva sintezu iPRDP ili iPRTP kao intermedijera, već se 
cZRDP, odnosno cZRTP sintetiše direktno. Detaljni koraci ovog biosintetskog puta još 
uvek nisu u potpunosti poznati (Stirk i sar. 2012). Kod A. thaliana je pokazano da se 
cisZ sintetiše ovim “iP nezavisnim putem” posredstvom tRNK-IPT enzima koji kao 
supstrat koristi isključivo tRNK (Miyawaki i sar. 2006). Predloženi model podrazumeva 
i delovanje enzima zeatin-cis-trans izomeraze koji dalje vrši neophodnu interkonverziju 
cisZ u transZ, imajući u vidu slabiju biološku aktivnost cisZ (Takei i sar. 2004b). 




Međutim, iako se dugo smatralo da ovaj enzim omogućava prelaz između cisZ i transZ, 
odnosno cZR i tZR i obrnuto, nedavno je pokazano da je malo verovatno da se ovakav 
proces odvija u biljkama in vivo (Gajdošová i sar. 2011).  
 Ključni enzim u biosintezi citokinina je prvi put identifikovan kod Dictyostelium 
discoideum (Taya i sar. 1978). Nekoliko godina kasnije gen za izopentenil-transferazu 
(ipt) je kloniran iz T-DNK Agrobacterium tumefaciens i pokazano je da kodira enzim sa 
sličnom aktivnošću, odnosno konvertuje AMP i DMAPP u iP-monofosfate (Akiyoshi  
sar. 1984; Barry i sar. 1984). Međutim, bakterijska izopentenil-transferaza kao supstrat 
za transfer izopentenil-grupe koristi AMP, a ne ADP i ATP (Kakimoto 2001). Takođe, 
bakterijska izopentenil-transferaza umesto DMAPP može koristiti hidroksimetilbutenil 
difosfat (HMBDP), čijim se transferom na molekul AMP dobija direktno tZRMP 
(Sakakibara 2006). Otkriće ipt gena agrobakterija vodilo je ka pretpostavci da sličan put 
biosinteze citokinina postoji i kod biljaka. IPT aktivnost otkrivena je takođe kod duvana 
(Chen i Melitz 1979), ali tek nakon sekvenciranja genoma A. thaliana identifikovani su 
homologi biljni IPT geni (Kakimoto 2001; Takei i sar. 2001a). Dodatno, IPT geni su 
identifikovani i kod petunije, Petunia hybrida (Zubko i sar. 2002) i hmelja, Humulus 
lupulus L. (Sakano i sar. 2004). 
 U genomu A. thaliana otkriveno je 9 različitih gena koji kodiraju izopentenil-
transferazu označenih kao AtIPT1-9. Pokazano je da 7 gena (AtIPT1 i AtIPT3-8) 
kodiraju proteine koji poseduju IPT aktivnost i učestvuju u biosintezi citokinina (Takei i 
sar. 2001a). Preostala dva su AtIPT2, koji predstavlja tRNA-IPT i AtIPT9, koji kodira 
protein sličan tRNA-IPT prisutnog kod cijanobakterija. 
 Mnogi AtIPT geni ispoljavaju određene, tkivno specifične obrasce ekspresije 
koji verovatno odgovaraju mestima proizvodnje citokinina (Miyawaki i sar. 2004). 
Dodatno, pokazano je da su različite izoforme IPT prisutne u različitim ćelijskim 
kompartmentima, pri čemu je ukupna količina ovih enzima najveća u plastidima. To 
ukazuje na to da plastidi imaju najveći značaj u biosintezi citokinina (Kakimoto 2001; 
Kasahara i sar. 2004). 
 Biosintetski put aromatičnih citokinina, kao što je BAP, je za sada nepoznat. 
Očigledno je da se biosinteza ove klase citokinina odvija posebnim putem koji se 




razlikuje od onog opisanog za izoprenoidne citokinine (Strnad 1997) i pretpostavlja se 
da može biti povezan sa metabolizmom fenola (Mok i Mok 2001). Takođe, osim što 
učestvuju u biosintezi izoprenoidnih citokinina, monooksigenaze verovatno koriste i 
aromatične citokinine kao supstrate prevodeći BAP u orto- ili meta-topolin 
hidroksilacijom bočne benzil-grupe u orto- ili meta-položaju (Takei i sar. 2004b). 
 
1.3.4. Katabolizam citokinina 
 Ireverzibilna degradacija citokinina se odvija otcepljenjem bočnog izoprenskog 
lanca, pri čemu ostaje adenin i nezasićen aldehid 3-metil-2-butenal (Houba-Herin i sar. 
1999; Morris i sar. 1999). Time se onemogućava biološka aktivnost samih citokinina. 
Ova reakcija se vrši pomoću enzima citokinin oksidaze/dehidrogenaze (CKX, Slika 5).  
 Prva biljna citokinin oksidaza/dehidrogenaza izolovana je iz kukuruza (Whitty i 
Hall 1974). Ispostavilo se da je ovaj enzim po strukturi flavoprotein kod kojeg je 
kofaktor flavinadenin dinukleotid (FAD) kovalentno vezan za ZmCKX apoprotein 
(Schmülling i sar. 2003; Popelková i sar. 2004). transZ, iP i njihovi nukleozidi 
predstavljaju supstrate CKX, dok za njihove nukleotide, O-glukozide, N7-glukozide kao 
i DHZ i njegove conjugate, CKX nema afinitet. Takođe, cisZ je manje osetljiv na 
citokinin-oksidaznu aktivnost nego tZ i iP (Bilyeu i sar. 2001; Galuszka i sar. 2007; 
Stirk i sar. 2012). Iako je dugo vladalo mišljenje da CKX nema afinitet za O-glukozide, 
DHZ, aromatične citokinine i njihove derivate (Armstrong 1994; Van Staden i Crouch 
1996; Bilyeu i sar. 2001), skoro je pokazano da aromatični citokinini, N9-glukozidi i 
citokininski fosfati, ipak mogu biti supstrati za CKX (Galuszka i sar. 2007). 
 Genom A. thaliana sadrži sedam gena za citokinin oksidazu/dehidrogenzu, 
označenih sa AtCKX1 do AtCKX7 (Werner i sar. 2003). Pokazano je da povećana 
ekspresija šest od ovih sedam gena pod kontrolom CaMV 35S promotora vodi ka 
smanjenju citokininskog sadržaja i kao posledicu ima pojavu izmenjenih fenotipova i 
kod biljaka duvana i kod A. thaliana (Werner i sar. 2001; 2003). Ovi fenotipovi se 
karakterišu sporijim rastenjem izdanaka, smanjenom veličinom listova, kasnijim 
cvetanjem i manjim brojem cvetova. Takođe dolazi do pojačanog rastenja korena kao i 
do porasta veličine i aktivnosti apikalnog meristema korena. Pojedinačni članovi AtCKX 




genske familije se odlikuju različitim obrascima ekspresije kako unutar same ćelije tako 
i u različitim tkivima biljaka (Werner i sar. 2003, 2006). 
 
1.3.5. Regulacija metabolizma citokinina 
 Brojna istraživanja su pokazala da se tokom različitih stadijuma razvića u 
biljnim tkivima ispoljava visok, ali promenljiv nivo ukupnih citokinina (Morris i sar. 
1993; Benkova i sar. 1999; Dewitte i sar. 1999; Emery i sar. 2000; Yang i sar. 2001; 
Jacqmard i sar. 2002). 
 Promene u nivoima citokinina su takođe vezane i za ćelijski ciklus, pri čemu su 
nivoi najviši u kasnoj S fazi i tokom M faze (Redig i sar. 1996). Faktori sredine takođe 
mogu uticati na nivoe citokinina, pri čemu postoji pozitivna korelacija sa nivoima 
mineralnih materija, naročito azota u formi nitrata i amonijuma (Takei i sar. 2001b, 
2002; Sakakibara i Takei 2002; Miyawaki i sar. 2004). Sulfati i fosfati takođe pozitivno 
utiču na ekspresiju IPT gena (Takei i sar. 2004a), dok dehidratacija izaziva smanjenje 
sadržaja citokinina (Yang i sar. 2001).  
Citokininska homeostaza u biljkama je određena ravnotežom između njihove 
biosinteze, katabolizma i modifikacija bočnih lanaca. Dakle, nivo aktivnih citokinina u 
biljkama se reguliše kroz kontrolisanu biosintezu, interkonverziju, transport i 
degradaciju. Naravno, ne treba izuzeti modifikacije bočnih lanaca koje menjaju njihovu 
fiziološku aktivnost. Inače, razlike u strukturi bočnih lanaca citokinina same po sebi 
imaju značaj jer određuju razlike u afinitetu vezivanja za receptore, a to određuje 
njihovu funkciju. To podrazumeva i razlike u afinitetu vezivanja za enzime koji 
učestvuju u njihovom metabolizmu, što određuje različit stepen njihove metaboličke 
regulacije (Mok i Mok, 2001; Sakakibara 2006; Bajguz i Piotrowska 2009).  
Citokinini u biljkama se mogu podeliti na dva načina – po fiziološkoj funkciji 
(Dwivedi i saradnici 2010) i po hemijskoj prirodi (Aremu i sar. 2014a). Podela 
citokinina na osnovu njihove fiziološke funkcije podrazumeva postojanje četiri grupa: 
bioaktivne forme citokinina (slobodne baze i ribozidi), neaktivne forme citokinina (N7- i 
N9-glukozidi), forme citokinina za skladištenje (O-glukozidi) i citokininski nukleotidi. 




Prema drugoj podeli, koja je napravljena na osnovu strukture bočnog lanca, citokinini su 
grupisani na transZ-, cisZ-, DHZ- i iP-tip. Odnos i zastupljenost pojedinačnih grupa u 
ukupnim citokininima govori o regulaciji citokininske homeostaze. Tako, nivo ukupnih 
citokinina može biti povišen, ali pojedinačne funkcionalne grupe, naročito bioaktivni 
citokinini, ne. 
 CKX je jedini poznati enzim koji učestvuje u katabolizmu specifičnih citokinina 
i tako predstavlja ključni enzim u kontroli nivoa citokinina u biljnim tkivima. Aktivnost 
CKX indukovana je povišenom količinom citokinina, i makar delimično povišenom 
količinom iRNK određenih gena koji učestvuju u njihovoj sintezi (Motyka i sar. 2003; 
Brugière i sar. 2003). Takođe, prilikom formiranja apikalnih meristema izdanka može 
doći do pokretanja biosinteze citokinina putem mehanizma pozitivne povratne sprege 
između biosinteze citokinina i ekspresije transkripcionog faktora STM koji ima važnu 
ulogu u regulaciji ćelijskog ciklusa (Jasinski i sar. 2005; Yanai i sar. 2005).  
 O-glukozilacija takođe predstavlja važan korak u metabolizmu citokinina. 
Prednost O-glukozida kao osnovne forme citokinina za skladištenje je što je ova 
modifikacija reverzibilna, a ipak prilično stabilna i otporna na degradaciju citokinin-
oksidazom/dehidrogenazom (Veach i sar. 2003). Sa druge strane, N-glukozidi služe za 
uklanjanje aktivnih citokinina iz metabolizma. Kada su u pitanju aromatični citokini, 
smatra se da su enzimi i receptori koji su uključeni u procese glukozilacije kao i 
signalnu transdukciju isti kako za izoprenoidne, tako i aromatične citokinine (Mok i 
Mok 2001; Mok i sar. 2005). 
 Pokazano je da na metabolizam citokinina mogu uticati i drugi biljni hormoni 
kao što su auksini, ABA i brasinosteroidi (Brugière i sar. 2003; Takei i sar. 2004b; 
Yuldashev i sar. 2012). Postoje različiti podaci o uticaju auksina na aktivnost CKX. Sa 
jedne strane, pokazana je pozitivna regulacija određenih AtIPT gena (Miyawaki i sar. 
2004), dok sa druge, auksini mogu i negativno regulisati biosintezu citokinina tj. porast 
nivoa auksina utiče na sniženje nivoa citokinina i obrnuto (Eklöf i sar. 1997; Jones i sar. 
2010; Liu i sar. 2010). Auksini mogu uticati na snižavanje nivoa citokinina na dva 
načina: tako što stimulišu CKX aktivnost (Zhang i sar. 1995) ili onemogućavaju de 
novo sintezu citokinina (Nordström i sar. 2004). Pokazano je da ABA stimuliše 
ekspresiju gena koji kodira CKX kod kukuruza (Brugière i sar. 2003), dok 




brasinosteroidi negativno regulišu ekspresiju i aktivnost CKX kod pšenice (Yuldashev i 
sar. 2012). 
 
1.3.6. Specifični fiziološki efekti citokinina 
Jedna od najvažnijih uloga citokinina jeste stimulacija deobe biljnih ćelija koja 
se odvija u interakciji sa auksinima. Poznato je da ćelijski ciklus reguliše familija ciklin-
zavisnih protein kinaza (eng. “Cyclin Dependent Kinases“ – CDKs) koje omogućavaju 
prelazak ćelije iz jedne u drugu fazu ćelijskog ciklusa fosforilacijom niza ciljnih 
proteina. Do aktivacije ovih CDKs dolazi kada formiraju kompleks sa malim 
regulatornim proteinima, ciklinima (eng. “Cyclins“ – CYCs). Citokinini kontrolišu 
sintezu određenih tipova ciklina (Berckmans i De Veylder 2009; Dong i sar. 2011). 
Pokazano je da citokinini stimulišu odvijanje ćelijskog ciklusa tako što povećavaju 
ekspresiju ključnog faktora prelaska ćelijskog ciklusa iz faze G1 u S fazu, gena CYCD3 
koji kodira ciklin D tipa (Riou-Khamlichi i sar. 1999; Dewitte i sar. 2007).  
Davno je otkriveno da je odnos endogenih nivoa auksina i citokinina važan 
faktor prilikom usmeravanja diferencijacije biljnih ćelija u tkiva korena, odnosno 
izdanka (Skoog i Miller 1965). Veća koncentracija citokinina u odnosu na auksine 
pospešuje rastenje izdanaka u odnosu na korenove (Sugiyama 1999; Duclercq i sar. 
2011), dok višak auksina podstiče rastenje korenova u odnosu na izdanke. Werner i 
saradnici (2001; 2003) su pokazali da prekomerna ekspresija AtCKX gena u transgenim 
biljkama dovodi do smanjenog rastenja stabla, dok se istovremeno podstiče rastenje 
korenova.  
 Endogeni citokinini stimulišu proliferaciju ćelija u apikalnim meristemima 
izdanaka, dok inhibiraju funkciju apikalnog meristema korena (Kyozuka 2007). 
Beemster i Baskin (2000) pokazali su da egzogeno primenjeni citokinini inhibiraju 
izduživanje korena biljaka smanjenjem veličine apikalnog meristema korena kao i 
smanjenjem broja ćelijskih deoba. Takođe, smatra se da se ova inhibicija rastenja 
korenova odvija posredstvom etilena koji se oslobabađa pri visokim koncentracijama 
citokinina (Vogel i sar. 1998).  




Apikalna dominacija predstavlja inhibiciju rastenja bočnih pupoljaka pod 
uticajem vršnog pupoljka. Ova pojava se može prevazići lokalnom aplikacijom 
citokinina na bočne pupoljke i time podstaći razvijanje bočnih izdanaka. Takođe, ova 
uloga citokinina je potvrđena analizom transgenih biljaka A. thaliana koje imaju 
povišen nivo endogenih citokinina (Van der Graaff i sar. 2001).  
 Citokinini omogućavaju particiju asimilata, odnosno akumulaciju saharoze u 
plodovima ili skroba u tkivima za deponovanje tako što utiču na njihov transport kroz 
biljku (Proels i Roitsch 2009). Naime, prisustvo citokinina u određenom delu biljke 
utiče na usmeravanje transporta i akumulaciju asimilata u tom delu biljke. 
 Citokinini su aktivni u najranijoj fazi sazrevanja semena, gde stimulišu ćelijske 
deobe i prostorno pozicioniranje embriona, a zatim nakon klijanja utiču na transport 
rezervnih materija, rastenje hipokotila, korena i kotiledona (Singh i Sawhney 1992). 
 Senescencija je proces koji dovodi do gubitka proteina, lipida, RNK i hlorofila iz 
listova. Prvi simptomi senescencije su degradacija hlorofila u listovima. Pokazano je da 
je odlaganje senescencije zavisno od citokinina, koji usporavaju degradaciju proteina u 
hloroplastima i doprinose da listovi postanu atraktivni centri za akumulaciju 
aminokiselina i lipida (Balibrea-Lara i sar. 2004). Mladi listovi sami proizvode 
citokinine koji ih štite od senescencije, dok stariji listovi zavise od citokinina koji se 
transportuju iz korena biljke, prvenstveno tZR i DHZR. (Noodén i Letham 1993). 
Ključnu ulogu u odlaganju senescencije igraju određeni regulatorni geni čija aktivnost 
opada sa starenjem listova, što vodi početku promena vezanih za senescenciju (Ori i sar. 
1999; Zwack i Rashotte 2013).  
 Pored navedenih, citokinini imaju još brojne fiziološke uloge u biljkama kao što 
su regulacija razvića vaskularnih elemenata u stablu i korenu, formiranje i rast listova, 
zatim utiču na reproduktivni razvoj tako što učestvuju u regulaciji pola cvetova kod 








1.4. Ćelijski ciklus 
 Ćelijski ciklus ili ciklus mitotičke ćelijske deobe predstavlja vremenski interval 
koji prođe u životu jedne ćelije od njenog postanka u mitozi do kraja sledeće mitoze, 
kada od nje nastaju dve ćelije. Tom prilikom novonastale ćelije dobijaju jednaku 
količinu genetičkog materijala, odnosno DNK. Ćelijski ciklus normalno čine četiri 
uzastopne faze (Slika 7): postmitotička interfaza ili G1 faza, faza sinteze DNK ili S 
faza, postsintetička interfaza ili G2 faza, i mitoza, odnosno M faza (Francis i Sorrell 
2001; Dewitte i Murray 2003). Mitozu čine podfaze: profaza, metafaza, anafaza i 
telofaza. G faze razdvajaju replikaciju DNK koja se dešava u S fazi od segregacije 
hromozoma u mitozi. G1 faza sledi odmah nakon mitoze i u njoj se sintetišu mnogi 
proteini kao i ugljeni hidrati i lipidi neophodni za rastenje ćelije. G2 faza kod većine 
ćelija traje kratko i u njoj dolazi do sinteze proteina neophodnih za proces mitoze, do 
duplikacije centriola kao i drugih organela. Takođe, faze G1 i G2 omogućavaju 
kontrolisanje toka ćelijske deobe u odgovoru na različite unutrašnje i spoljašnje faktore. 
Upravo glavne kontrolne tačke ćelijskog ciklusa jesu na prelazu G1 u S fazu i G2 u M 
fazu (Dewitte i Murray 2003).   
 
Slika 7. Ćelijski ciklus biljaka i glavne komponente ćelijskog ciklusa. CYC–ciklin; 
CDK–kinaza zavisna od ciklina (Prema Hartig i Beck 2006). 




Ćelijska deoba zahteva niz komplikovanih procesa koji moraju da se izvrše na 
vremenski i prostorno određen način. Tokom G1 faze neophodno je da ćelija ujedini sve 
važne signale pre nego što započne udvajanje DNK molekula. Kada započne S faza, 
ćelija, u najvećem broju slučajeva, nastavlja ciklus do kraja deobe. Kod nekih biljaka 
može doći do odvijanja alternativnog ćelijskog ciklusa, endociklusa, gde dolazi do 
udvajanja DNK bez mitoze (Slika 7). U tom slučaju dolazi do ponavljanja S i G faza 
bez mitoze što na kraju dovodi do endopoliploidije (Melaragno i sar. 1993; Joubes i 
Chevalier 2000). Takođe, ćelije mogu izaći iz ćelijskog ciklusa na prelazu između G1 i 
S faze, kada ostaju diploidne. Tada se ćelije nalaze u G0 fazi, iz koje ili počinju 
diferencijaciju ili posle nekog vremena opet mogu ući u ćelijski ciklus i nastaviti sa 
deobom. 
 
1.4.1. Ciklini i kinaze zavisne od ciklina  
 Molekularni mehanizmi koji učestvuju u kontroli ćelijskog ciklusa 
podrazumevaju postojanje ciklina (CYCs) i kinaza zavisnih od ciklina (CDKs), 
proteinskih produkata ključnih gena koji kontrolišu ćelijski ciklus i koji su konzervirani 
u eukariotskim organizmima (Berckmans i De Veylder 2009; Dong i sar. 2011).  
 Kinaze zavisne od ciklina imaju centralnu ulogu u upravljanju toka ćelijskog 
ciklusa. One pripadaju familiji serinskih/treoninskih protein kinaza, čija je katalitička 
aktivnost regulisana vezivanjem za odgovarajućeg ciklinskog partnera i to na različitim 
kontrolnim tačkama ciklusa (Dewitte i Murray 2003; Niuewland i sar. 2009). Aktivnost 
CDK/CYC kompleksa je strogo kontrolisana tokom ćelijskog ciklusa i razvića organa, a 
pokazano je da su neki od ovih kompleksa uključeni u upravljanje složenim ćelijskim 
procesima, kao što su signalna transdukcija i diferencijacija (Barrôco i sar. 2003; 
Montero-Cortés i sar. 2010). 
 Prvi CDK gen je identifikovan kod kvasca (Saccharomyces pombe) i označen je 
kao cdc2 (eng. “cell division cycle 2“), a njegov proteinski produkt dobio je ime p34 na 
osnovu mase od 34 kD (Hindley i sar. 1984). Mnogi homologni proteini kod drugih 
organizama, uključujući i biljke, nazvani su cdc2 proteini. Do danas je izolovano više 
od 50 ovih gena, a naziv cdc se odnosi na sve gene bez čijih produkata dolazi do 




zaustavljanja ćelijske deobe. Biljni homolozi cdc2 gena su nađeni kod više vrsta kao što 
su grašak (Feiler 1990), A. thaliana gde je ovaj gen označen kao cdc2At, tj. CDKA;1 
(Ferreira i sar. 1991), pirinač (Hashimoto i sar. 1992), kukuruz (Colasanti i sar. 1993) i 
soja (Miao i sar. 1993).  
 Dok je jedna CDK dovoljna da se izvede ćelijski ciklus kod kvasca, kod biljaka 
postoji veliki broj različitih kinaza zavisnih od ciklina koje funkcionišu po određenim 
vremenskim i prostornim obrascima. Kod A. thaliana postoji 29 članova CDK familije i 
oni su grupisani u šest grupa označenih od A do F, a tu spadaju i drugi CDK-slični 
proteini (Menges i sar. 2005). CDKs A tip sadrži očuvani motiv PSTAIRE, koji je 
prisutan i kod cdc2 kvasca a koji predstavlja deo domena za vezivanje ciklina (Mironov 
i sar. 1999; Dewitte i Murray 2003). Geni koji kodiraju ova klasu CDKs se 
konstitutivno eksprimiraju tokom ćelijskog ciklusa, pri čemu su maksimalni nivoi 
uočeni na prelazu iz G1 u S i iz G2 u M fazu ciklusa (Sauter 1997; Umeda i sar. 1999). 
Druga klasa CDKs, CDKB, pronađena je samo kod biljaka a aktivira se vezivanjem za 
mitotičke cikline (Joubès i sar. 2000). Za razliku od CDKA, ekspresija CDKB se dešava 
isključivo tokom ćelijkog ciklusa, a transkripti se akumuliraju samo od S preko M faze 
ili tokom prelaza iz G2 u M fazu. Ove CDKs su dalje podeljene u dve podgrupe, 
CDKB1 i CDKB2. Pokazano je da je CDKB1 prisutna od S do rane M faze, dok je 
CDKB2 prisutna u ograničenom periodu tokom G2/M prelaza (Umeda i sar. 1999; 
Menges i sar. 2005). Funkcije CDKs C tipa kao i E tipa, koji su inače jedinstveni za 
biljke, još uvek nisu dovoljno istražene. 
 Ciklini su proteini koji u kompleksu sa odgovarajućom CDK određuju 
supstratnu specifičnost, vreme delovanja i subćelijsku lokalizaciju aktivnosti. Veliki 
broj biljnih ciklina je identifikovan kod različitih vrsta. Kod A. thaliana je pronađeno 
najmanje 50 ciklina grupisanih u deset tipova (Renaudin i sar 1996; Wang i sar. 2004), 
takođe označenih slovima alfabeta. CYCA, CYCB i CYCD su dalje podeljeni u manje 
grupe, označene brojevima (Renaudin i sar. 1996; Vandepoele i sar. 2002).  
 Različiti ciklini se eksprimiraju tokom određenih faza ćelijskog ciklusa, pri 
čemu svaki od njih ima određenu ulogu zajedno sa CDK u kontroli ćelijske deobe 
(Fobert i sar. 1994). Ovi proteini su nestabilni i za pravilan tok ciklusa je od važnosti i 
njihova razgradnja nakon obavljene funkcije. Ciklini A i B tipa su neophodni za ulazak 




ćelija u mitozu, pa su shodno tome nazvani još i mitotički ciklini. Njihova ekspresija je 
zavisna od faza ćelijskog ciklusa, pa tako A tip reguliše prelaz iz S u M fazu, dok su B 
tipovi aktivni tokom G1/S prelaza i tokom podfaza mitoze (Lorbiecke i Sauter 1999). 
Dodatno, ciklini C, D i E tipa su aktivni tokom prelaza iz G1 u S fazu (Lew i sar. 1991). 
 Većina ciklina D tipa se karakteriše konstantnim nivoom ekspresije tokom 
ćelijskog ciklusa (Doonan 1998). Smatra se da ovaj tip ciklina pomaže ćelijama da iz 
stanja mirovanja (G0) ponovo uđu u ćelijski ciklus (Potuschak i sar. 2001). Takođe, 
pokazano je da se određene podgrupe CYCD eksprimiraju prvenstveno tokom prelaza iz 
G2 u M fazu kod duvana (Sorrell i sar. 1999) a da  kod A. thaliana CYCDs imaju 
ključnu ulogu u prelazu iz G1 u S fazu (Wang i sar. 2004), što ukazuje na njihovu ulogu 
u regulisanje mitoze. Smatra se da oni kontrolišu tok G1 faze u odgovoru na spoljašnje i 
unutrašnje signale, kao što su regulatori rastenja i hranljive materije (Soni i sar. 1995; 
Diehl i sar. 1997; Meijer i sar. 2000). Ciklini H tipa predstavljaju sastavnu jedinicu 
CDK-aktivirajućih kinaza (eng. “CDK Activating Kinases“ – CAKs) (Inzé 2005), dok 
su uloge ostalih tipova ciklina još uvek slabo razjašnjene.  
 Ćelijski ciklus se u biohemijskom smislu sastoji od kaskade fosforilacija i 
defosforilacija, koje su vremenski precizno kontrolisane (Mironov i sar. 1999). Ovi 
procesi pre svega podrazumevaju formiranje kompleksa CDKs i ciklina. Nakon 
formiranja kompleksa CDK/CYC neophodno je da dođe do fosforilacije ili 
defosforilacije određenih mesta kako bi stekli kinaznu aktivnost. Zhang i saradnici 
(1996) su prvi direktno dokazali da fosforilacija CDKs ima ulogu kontrolnog 
mehanizma kod biljaka. Fosforilacijom aminokiseline treonina na mestu 160 (Thr 160) 
dolazi do aktivacije kompleksa CDK/CYC, a kada se fosforiliše aminokiselina tirozin 
na mestu 15 (Tir 15) dolazi do inaktivacije kompleksa.  
 CDK-aktivirajuće kinaze podstiču konformacione promene na CDKs tako što ih 
fosforilišu, a time se dalje omogućava prepozanavnje odgovarajućeg supstrata. Kod A. 
thaliana postoje dve grupe CAKs od kojih jednu čine CDKs D tipa koji se vezuju za 
ciklin H (Umeda i sar. 2005) i fosforilišu i aktiviraju CDKs kao i C-terminalni domen 
RNK polimeraze II. Drugu grupu čine CDKs F tipa koje su nezavisne od cilkina H, a 
specifične su samo za kinaze zavisne od ciklina (Yamaguchi i sar. 2003).  




 Aktivnost CDK/CYC kompleksa podrazumeva prepoznavanje i fosforilaciju 
specifičnog motiva prisutnog u drugom proteinskom supstratu. Ovaj proces se odvija uz 
učešće ATP, a dati protein postaje aktivan u obavljanju specifičnih procesa u ćelijskom 
ciklusu. Različiti kompleksi fosforilišu brojne supstrate tokom prelaza iz G1 u S i G2 u 
M fazu, čime iniciraju replikaciju DNK i mitozu (Dewitte i sar. 2003; Menges i sar. 
2005).  
 
 Inhibitori aktivnosti CDK koji su označeni kao KRPs (eng. “KIP-Related 
Proteins“), blokiraju CDK/CYC komplekse koristeći pRB/E2F (retinoblastoma 
protein/transkripcioni faktor E2F). Aktivnost retinoblastoma proteina zavisi od stepena 
fosforilacije i on poseduje više mesta za prijem fosfatnih grupa. Naime, 
hipofosforliacija pRB dovodi do vezivanja i inaktivacije E2F, čime se sprečava njegovo 
dejstvo kao transkripcionog faktora. Sa druge strane, hiperfosforilacija pRB dovodi do 
oslobađanja E2F čime je omogućena njegova aktivnost kao transkiripcionog faktora koji 
učestvuje u sintezi DNK (Hartig i Beck 2006). 
 
1.4.2. Hormonalna regulacija ćelijskog ciklusa  
Biljke su u značajnoj meri zavisne od faktora sredine, tako da mnogi od njih 
utiču na deobu meristemskih ćelija. Faktori sredine mogu uticati na ćelijski ciklus 
menjajući sadržaj biljnih hormona u spoljašnjem okruženju ćelija, a spoljašnji 
fitohormonski signali se zatim mogu brzo prevesti u unutrašnje (Hartig i Beck 2006). 
Odavno je poznato da su biljni hormoni auksini i citokinini neophodni za odvijanje 
ćelijskog ciklusa (Miller i sar. 1956), dok drugi hormoni kao što su ABA, GA, etilen, 
jasmonska kiselina ili brasinosteroidi imaju ulogu u adaptaciji meristemske aktivnosti 
na uslove sredine kao i na program razvića biljaka (Del Pozo i sar. 2005).   
Auksini mogu uticati na ćelijski ciklus indirektno aktivacijom SCF (eng. 
“Skp1p-Cullin-F-box complex“), odnosno APC (eng. “Anaphase Promong Complex“) 
kompleksa (Himanen i sar. 2002). Pri tome dolazi do degradacije Aux/IAA 
transkripcionih inhibitora, što olakšava vezivanje ARF transkripcionih faktora (Berleth i 
sar. 2004) i dalje ekspresiju ciljnih gena kao što su oni koji kodiraju CDKs, cikline, E2F 
transkripcione faktore kao i KRPs (Himanen i sar. 2002; Del Pozo i sar. 2002). Na taj 




način, endogeni auksini utiču na ćelijski ciklus tako što stimulišu degradaciju 
inhibitornih proteina i  indukciju ekspresije gena i to na prelazu iz G1 u S i iz G2 u M 
fazu (Blilou i sar. 2002). 
 Istraživanja koncentracije endogenih citokinina u kombinaciji sa analizom toka 
ćelijskog ciklusa pokazala su da pre svakog prelaza između faza dolazi do prolazne 
akumulacije citokinina, prvenstveno transZ ali takođe i drugih citokinina. Taj porast je 
praćen skoro potpunim nestankom citokinina tokom naredne faze (Hartig i Beck 2005a). 
Za pravilno odvijanje ćelijskog ciklusa neophodno je da dođe i do prolazne akumulacije 
i do smanjenja sadržaja citokinina, a ovakvo osciliranje u nivou endogenih citokinina se 
postiže promenama kako u biosintetskoj aktivnosti tako i u degradaciji posredstvom 
CKX (Hartig i Beck 2005a; 2005b). Citokinini mogu da se vežu za mesto vezivanja 
ATP na CDK, što ukazuje na to da oni verovatno učestvuju u fazno-specifičnoj smeni 
ciklina u sastavu kompleksa sa CDKs (Planchais i sar. 1997) i time u kontrolu toka 
ciklusa.  
 Pokazano je da citokinini povećavaju nivo ekspresije CYCD3 gena koji kodira 
ciklin D tipa čime se vrši regulacija prelaza iz G1 u S fazu (Soni i sar. 1995; Riou-
Khamlichi i sar. 1999). Povećani nivo CYCD3 iRNK postignut je primenom citokinina i 
kod klijanaca i u kulturi ćelija in vitro. Kod A. thaliana, ekspresija CYCD3 je 
lokalizovana u tkivima u kojima se dešavaju intenzivne ćelijske deobe, kao što su mlade 
lisne primordije i meristemi izdanaka. U eksperimentu koji su sproveli Riou-Khamlichi 
i saradnici (1999) zabeleženo je da prekomerna ekspresija ovog gena može nadoknaditi 
potrebu za citokininima u indukciji proliferacije ćelija. Ovo ukazuje na to da je glavni 
mehanizam kojim citokinini  stimulišu ćelijsku deobu upravo povećanje ekspresije 
CYCD3. Takođe, postoje različiti podaci koji ukazuju na to da citokinini regulišu i 
prelazak iz G2 u M fazu (Redig i sar. 1996; Laureys i sar. 1998). Smatra se da se ovaj 
prelaz odvija tako što citokinini aktiviraju određeni tip fosfataza koje vrše  uklanjanje 
inhibitorne fosfatne grupe sa odgovarajućih CDKs čime se povećava njihova aktivnost 
(Zhang i sar. 2005).  
 Citokinini u kooperaciji sa auksinima regulišu ćelijske deobe in vitro. Pokazano 
je da oni zajedno regulišu ekspresiju i aktivnost CDKA (John i sar. 1993; Mironov 
1999). Iz A. thaliana je izolovan gen PRZ1 (PROPORZ1) koji je neophodan za 




podsticanje prelaska ćelija iz procesa proliferacije u proces diferencijacije, a njegova 
aktivnost zavisi od koncentracija auksina i citokinina (Sieberer i sar. 2003). Predloženo 
je da on funkcioniše kao “transkripcioni adapter”, koji utiče na ekspresiju regulatora 



















2. CILJEVI RADA 
 
1. Uspostavljanje efikasnog protokola za regeneraciju biljaka kelerabe (Brassica 
oleracea L. var. gongylodes) iz nezrelih zigotskih embriona putem procesa 
somatske embriogeneze in vitro. 
 
2. Uspostavljanje optimalnih uslova za regeneraciju biljaka kelerabe iz različitih 
tipova eksplantata putem procesa de novo organogeneze in vitro. 
 
3. Praćenje uticaja egzogeno primenjenih citokinina na homeostazu biljnih 
hormona kod početnih eksplantata i regeneranata kelerabe dobijenih de novo 
organogenezom. 
 
4. Analiza obrazaca i intenziteta ekspresije gena uključenih u kontrolu ćelijskog 









3. MATERIJAL I METODE 
 
3.1. Početni biljni materijal 
 
3.1.1. Somatska embriogeneza  
Za uspostavljanje in vitro kultura somatskih embriona kao polazni materijal 
korišćeni su nezreli zigotski embrioni izolovani iz nezrelih mahuna biljaka kelerabe 
(Brassica oleracea L. var. gongylodes) sorte Bečka Plava (BP), dobijenih zasejavanjem 
semena u saksije sa supstratom (60% treset, 20% humus, 20% pesak, v:v:v) i gajenih 
godinu dana u staklenoj bašti. 
 Mahune su najpre ispirane pod mlazom tekuće vode 5 minuta, nakon čega su 
tretirane sa 30% (v:v) rastvorom komercijalnog preparata natrijum hipohlorita (4-6% 
aktivnog hlora) sa dodatim 1 ml deterdženta Fairy (Procter and Gamble, London, Velika 
Britanija) u trajanju od 30 min. Mahune su zatim 6 puta ispirane sterilnom destilovanom 
vodom. Nakon sterilizacije nezreli zigotski embrioni su izolovani iz mahuna u sterilnim 
uslovima, pod binokularnom lupom. Zigotski embrioni su razvrstavni prema dužini u 
različite stadijume koristeći termine upotrebljivane za opisivanje stadijuma u razvoju 
nezrelih zigotskih embriona kod članova familije Brassicaceae (Choi i sar. 1998; Gaj 
2001):  
 T, stadijum torpeda: 0,5-1 mm;  
 RK, rani kotiledonarni stadijum: 1-2 mm;  
 K, kotiledonarni stadijum: 2-3 mm;  








3.1.2. De novo organogeneza izdanaka 
 Kao polazni materijal za regeneraciju biljaka kelerabe putem de novo 
organogeneze korišćena su semena dve sorte: Bečka Plava (BP) i Bečka Bela (BB). 
Semena obe sorte kelerabe su površinski sterilisana potapanjem u 70% (v:v) 
vodeni rastvor etanola tokom 5 min. Nakon toga su sterilisana postupkom opisanim za 
sterilizaciju nezrelih mahuna u eksperimentu indukcije somatske embriogeneze (videti 
3.1.1.) Sterilna semena su prenešena na osnovnu hranljivu podlogu u Petri kutijama (10 
x 15 mm) kako bi proklijala.  
Hipokotili, korenovi i kotiledoni klijanaca starih 2 nedelje su isecani na 
fragmente (eksplantate) dužine 5-8 mm, i postavljani u Petri kutije sa hranljiviim 
podlogama za indukciju de novo organogeneze izdanaka.  
Pored navedenih odsečaka klijanaca, za indukciju de novo organogeneze 
korišćeni su i intaktni klijanci. Površinski sterilisana semena kelerabe obe sorte su 
direktno postavljana u epruvete sa hranljivim podlogama za indukciju de novo 
organogeneze izdanaka. Dobijeni klijanci su dalje gajeni u istim epruvetama gde je 
ispitivana njihova sposobnost formiranja adventivnih pupoljaka in vitro. 
  
3.2. Hranljiva podloga 
Osnovna  hranljiva  podloga  korišćena u ovom radu sadržala je saharozu  (30    
g L-1), mio-inozitol (100 mg L-1; Sigma), agar (6 g L-1; Torlak, Beograd), makro i mikro 
soli i kompleks gvožđa (Murashige i Skoog 1962; MS, Tabela 1), i vitamine (Linsmaier 
i Skoog 1965; Tabela 2). pH vrednost hranljive podloge podešavana je na 5,8 pomoću 
1N rastvora NaOH neposredno pre sterilizacije. Hranljiva podloga je sterilisana u 
autoklavu na temperaturi od 115 °C u trajanju od 25 minuta. 
 
 




Tabela 1. Sastav mineralnih soli MS u osnovnoj hranljivoj podlozi (Murashige i Skoog 
1962) 
MS makro soli Koncentracija (mg L-1) 
        NH4NO3   1650 
KNO3   1900 
CaCl2 x 2 H2O   440 
MgSO4 x 7 H2O   370 
 KH2PO4   170 
MS mikro soli Koncentracija (mg L-1) 
MnSO4 x 4H2O  22,30 
ZnSO4 x 7H2O        8,60 
H3BO3        6,20 
                                 KJ                     0,83 
NaMoO4 x 2H2O        0,25 
CuSO4 x 5H2O       0,025 
CoCl2 x 6H2O       0,025 
Kompleks gvožđa Koncentracija (mg L-1) 
FeSO4 x 7H2O     27,85 
Na2EDTA x 2H2O   37,20 
 
Tabela 2. Sastav rastvora vitamina u osnovnoj hranljivoj podlozi (Linsmaier i Skoog 
1965) 
Vitamini Koncentracija (mg L-1) 
vitamin B1 0,1 
vitamin B6 0,5 
nikotinska kiselina 0,5 
glicin 2,0 
 




U osnovnu hranljivu podlogu su dodavani odgovarajući biljni regulatori rastenja 
u zavisnosti od tipa eksperimenta. 
Indukcija somatske embriogeneze (SE): 0, 0,5, 1 ili 1,5 mg L-1 2,4-D. 
Efekat citokinina na formiranje sekundarnih embriona: cisZ, transZ, TDZ ili BAP u 
koncentraciji od 1 mg L-1. 
Indukcija de novo organogeneze izdanaka: 
* 1 mg L-1 cisZ; 
* 2 mg L-1 cisZ;  
* 1 mg L-1 transZ;  
* 2 mg L-1 transZ;  
* 2 mg L-1 TDZ;  
* 5 mg L-1 BAP. 
Umnožavanje regenerisanih izdanaka: 0,5 mg L-1 BAP.  
Ožiljavanje izdanaka:  
* 2 mg L-1 IBA (indol-3-buterna kiselina); 
* 4 mg L-1 IBA. 
 
3.3. Gajenje u uslovima in vitro 
Sve hranljive podloge, radni instrumenti kao i laboratorijski sudovi su sterilisani 
prema standardnim procedurama kulture biljaka in vitro. Rad sa biljnim materijalom 
vršen je u aseptičnim uslovima u laminarnoj komori (Termovent, Užice). 
In vitro kulture su gajene u komori sa kontrolisanim uslovima na temperaturi od 
25 ± 2 °C i fotoperiodu od 16 h svetlosti i 8 h mraka (uslovi dugog dana). Kao izvor 
svetlosti korišćene su fluorescentne lampe (“Tesla“, Pančevo) jačine 65W, 4500 K i 
gustine svetlosnog fluksa od 47 ± 2 µmol m-2 s-1. 
 




3.4. Indukcija somatske embriogeneze iz nezrelih zigotskih embriona in vitro 
Izolovani nezreli zigotski embrioni su postavljani u Petri kutije sa po 25 ml 
podloge za indukciju somatske embriogeneze. Za svaki tretman je korišćeno po 30 
eksplantata svakog od četiri tipa embriona: T, RK, K ili KK. Eksperiment je ponovljen 
tri puta. 
Nakon dve nedelje gajenja, nezreli zigotski embrioni koji su u međuvremenu 
proklijali, su subkultivisani na svežu podlogu istog sastava i gajeni još četiri nedelje. 
Formirani primarni somatski embrioni i na njima naknadno razvijeni sekundarni 
embrioni su odvajani od biljčica nastalih od početnih eksplantata i subkultivisani na isti 
tip podloge. Subkultivacija je dalje vršena svake četiri nedelje na podlozi bez regulatora 
rastenja, a nakon godinu dana je kod očuvanih embriogenih linija ispitivan potencijal za 
sekundarnu embriogenezu.  
Novoformirani somatski embrioni su brojani nakon 4, 5, i 6 nedelja gajenja 
nezrelih zigotskih embriona na odredjenim podlogama u uslovima in vitro.  
Frekvencija SE predstavljena je kao procenat onih eksplantata koji su razvili 
najmanje jedan somatski embrion. Intenzitet embriogeneze je izračunat kao [(ukupan 
broj formiranih somatskih embriona) / (broj početnih eksplantata kod kojih je 
indukovana SE)] u svakom tretmanu. Indeks kapaciteta formiranja somatskih embriona 
(eng. “Embryo Forming Capacity“, EFC) je predstavljen formulom [(vrednost 
frekvencije embriogeneze) x (intenzitet embriogeneze) / 100].  
 
3.4.1. Efekat citokinina na formiranje sekundarnih embriona 
Za proučavanje pojave sekundarne SE pod uticajem citokinina korišćeni su 
primarni somatski embrioni koji su izolovani sa isklijalih RK zigotskih eksplantata 
gajenih na osnovnoj hranljivoj podlozi bez 2,4-D. Po 30 primarnih somatskih embriona 
na globularnom (G) i kotiledonarnom (K) stadijumu razvića su prenešeni na Petri kutije 
sa podlogama u koje su dodati odgovarajući citokinini. Primarni somatski embrioni 
gajeni na podlozi bez regulatora rastenja korišćeni su kao kontrola.  




Rezultati dobijeni nakon 5 nedelja gajenja su predstavljeni na isti način kao kod 
primarne SE. Eksperiment je ponovljen 3 puta. 
 
3.4.2. Regeneracija biljaka iz somatskih embriona i njihova aklimatizacija u 
uslovima staklene bašte 
Pojedinačni sekundarni embrioni u kasnom kotiledonarnom stadijumu su 
postavljani vertikalno u staklene sudove zapremine 250 mL sa po 50 mL osnovne 
hranljive podloge. Nakon 5 nedelja, dobro razvijene biljčice su prenešene u staklenu 
baštu u saksije sa supstratom (60% treset, 20% humus, 20% pesak, v:v:v) gde su gajene 
u uslovima visoke vlažnosti. Biljke su se aklimatizovale tokom perioda od dve do četiri 
nedelje. 
 
3.5. Regeneracija kelerabe putem de novo organogeneze 
U cilju indukcije de novo organogeneze izdanaka kod kelerabe kao eksplantati 
su korišćeni odsečci hipokotila, korenova, kotiledona, kao i intaktni klijanci.  
U eksperimentima sa odsečcima hipokotila, korena ili kotiledona za svaki 
tretman je postavljeno po 40 eksplantata istog tipa na Petri kutije sa odgovarajućom 
podlogom za indukciju de novo organogeneze izdanaka.  
U slučaju semena (klijanaca) kao eksplantata, za svaki tretman citokininima 
korišćeno je po 20 epruveta sa odgovarajućom podlogom i jednim semenom po 
epruveti.  
Svi eksperimenti su podrazumevali i kontrolne kulture sa odgovarajućim 
eksplantatima gajenim na osnovnoj hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja, a 
eksperimenti su ponovljeni 3 puta.  
 Stepen indukcije de novo organogeneze kao i broj novoformiranih adventivnih 
izdanaka određivan je nakon 6 nedelja. Efikasnost regeneracije, odnosno efekti različitih 
citokinina na organogenezu izdanaka za svaki tip eksplantata kvantifikovani su na 
osnovu frekvencije regeneracije i prosečnog broja izdanaka. Frekvencija regeneracije 




izdanaka je računata kao [(broj eksplantata sa izdancima / ukupan broj eksplantata) x 
100%], dok je prosečan broj izdanaka po eksplantatu predstavljen kao količnik broja 
izdanaka i broja eksplantata koji je formirao izdanke.  
 
3.5.1. Umnožavanje regenerisanih izdanaka  
De novo regenerisani izdanci dužine 1 cm, formirani na eksplantatima hipokotila 
kao i na intaktnim klijancima, pažljivo su odvojeni od kalusa. Najmanje po 25 izdanaka 
obe sorte sa svakog citokininskog tretmana je dalje preneto na podlogu za umnožavanje 
izdanaka. Nakon četiri nedelje izračunat je prosečan broj formiranih bočnih izdanaka, 
odnosno indeks multiplikacije. Eksperiment je ponovljen tri puta. 
 
3.5.2. Ožiljavanje izdanaka i aklimatizacija biljaka u uslovima staklene bašte 
Nakon umnožavanja, po 30 izdanaka obe sorte, sa svakog citokininskog 
pretretmana, postavljeni su na podloge za ožiljavanje u cilju formiranja adventivnih 
korenova. Nakon 5 nedelja vijabilne biljke sa dobro razvijenim korenom su skinute sa 
podloge i korenovi su isprani od ostatka podloge pod mlazom tekuće vode. Određivani 
su procenat ožiljenih izdanaka i fenotipske karakteristike ožiljenih izdanaka, odnosno 
biljaka (broj korenova po izdanku i dužina korenova, kao i visina biljaka). Eksperiment 
je ponovljen tri puta. 
Po 30 ožiljenih izdanaka za svaku sortu je zasađeno u saksije sa supstratom 
(60% treset, 20% humus, 20% pesak v:v:v), i dalje gajeno u staklenoj bašti u uslovima 
visoke vlažnosti, do potpune aklimatizacije. Potpuna aklimatizacija je ostvarena u 
periodu od dve do četiri nedelje. 
 
3.6. Analiza endogenih biljnih hormona  
Nivo endogenih biljnih hormona (citokinini i IAA) određivan je kod dva tipa 
biljnog tkiva. Odsečci hipokotila gajeni 6 nedelja in vitro na hranljivim podlogama sa 
citokininima, zajedno sa njihovim de novo regenerisanim izdancima, su označeni kao 




“hipokotili sa regenerisanim izdancima“ (HRI). Sa druge strane, klijanci gajeni 6 
nedelja in vitro na istim tipovima podloga zajedno sa njihovim de novo regenerisanim 
izdancima označeni su kao “klijanci sa regenerisanim izdancima“ (KRI). Eksplantati 
hipokotila i intaktni klijanci gajeni 6 nedelja in vitro na hranljivoj podlozi bez regulatora 
rastenja korišćeni su kao kontrola. 
Endogeni biljni hormoni su ekstrahovani po metodi koju su opisali Dobrev i 
Kamínek (2002). Ekstrakcija je vršena tako što je 1 g sveže mase biljnog materijala 
samleven u avanu u tečnom azotu. Prah je prenet u smešu metanola, mravlje kiseline i 
vode (15:1:4, v:v:v), a prečišćavanje je vršeno iz čvrste faze.  
 Detekcija i kvantifikacija citokinina je vršena korišćenjem tečne hromatografije 
pod visokim pritiskom i masene spektrometrije (HPLC/MS) kao što su opisali Lexa i 
saradnici (2003). Korišćen je LCQ maseni spektrometar sa jonskim trapom (Finnigan 
Corp., San José, CA, SAD) koji funkcioniše u pozitivnom MS2 modu. Kao interni 
standardi za konstrukciju kalibracione krive korišćeni su odgovarajući citokinini 
obeleženi deuterijumom [2H]. Granica detekcije različitih citokinina kretala se između 
0,5 i 1 pmol po uzorku. Koncentracije pojedinačnih citokininskih nukleotida određene 
su kao prirast koncentracije odgovarajućih ribozida usled defosforilacije alkalnom 
fosfatazom. 
Koncentracija auksina (IAA) određivana je primenom dvodimenzionalne tečne 
hromatografije pod visokim pritiskom (2D-HPLC) po metodi koju su opisali Dobrev i 
saradnici (2005). Za kvantifikaciju korišćen je fluorescentni detektor LC 240 (Perkin 
Elmer, Wellesley, MA, SAD).  
Određivanje količine endogenih biljnih hormona u svakom od tri biološka 









3.7. Histološka analiza  
 Priprema histoloških preparata izvršena je na sledeći način: 
 
 Fiksacija uzoraka tokom 72 h na 4 °C u rastvoru FAA (eng. “Formalin – Acetic 
Acid – Alchocol“) po Jensen-u (1962): 
40% prodajni formalin     10 mL 
glacijana sirćetna kiselina   5 mL 
70% etanol            85 mL 
 Vakumska infiltracija u trajanju od 5 min.  
 Dehidratacija tkiva u gradijentu koncentarcija etanola (Tabela 3). 
 
Tabela 3. Dehidratacija tkiva 
Koncentracija alkohola Dužina tretmana 
50% etanol 3 x 15 minuta 
70% etanol 3 x 20 minuta 
96% etanol 3 x 20 minuta 
100% etanol 3 x 20 minuta 
ksilol : 100% etanol = 1 : 1 20 minuta 
ksilol 15 minuta 
 
 Utiskivanje dehidratisanog tkiva u Paraplast (Paraplast I tokom 24 časa, 
Paraplast II tokom 48 časova), nakon čega su napravljeni preseci debljine 8 µm 
na rotacionom mikrotomu.  
 Bojenje preseka rastvorom hematoksilina (Tabela 4). Hematoksilinom se u 
ljubičasto boje celulozni ćelijski zidovi, citoplazma i jedra. Rastvor 
hematoksilina je pripremljen na sledeći način: 1 gr hematoksilina je rastvoren u 
6 ml 100% etanola, a zatim je kap po kap dodavan u 100 ml zasićenog rastvora 
aluminijum amonijum sulfata. Nakon filtracije, rastvoru je dodato 25 ml 
glicerina i 25 ml metanola.  
 Fotografisanje preparata upotrebom Leitz DMRB svetlosnog mikroskopa (Leica, 
Wetzlar, Nemačka). 




 Indukcija SE: Za histološku analizu upotrebljeni su sekundarni somatski 
embrioni BP kelerabe, sorta Bečka Plava, na kotiledonarnom stadijumu razvića koji su 
sakupljeni tri dana nakon subkultivacije na osnovnu hranljivu podlogu.  
 Indukcija de novo organogeneze izdanaka: Za histološku analizu de novo 
organogeneze izdanaka odabrani su klijanci BP kelerabe, stari 4 nedelje, kod kojih je 
došlo do formiranja kalusa i pupoljaka na hranljivim podlogama sa BAP, TDZ, cis- i 
trans-Z.  
Tabela 4. Bojenje preparata hematoksilinom 
Tretman Dužina tretmana 
ksilol I 10 min 
ksilol II 10 min 
100% etanol 10 min 
96% etanol 10 min 
70% etanol 10 min 
50% etanol 10 min 
destilovana voda 10 min 
rastvor hematoksilina 10 min 
ispiranje u tekućoj vodi 10 min 
destilovana voda 5 min 
50% etanol 5 min 
70% etanol 5 min 
96% etanol 5 min 
100% etanol 5 min 
ksilol I 5 min 








3.8. Analiza ploidnosti regenerisanih biljaka 
Ploidnost regenerisanih biljaka kelerabe određena je upotrebom tehnike protočne 
citometrije kod listova jednomesečnih aklimatizovanih biljaka. Testirano je 30 biljaka 
sorte BP dobijenih somatskom embriogenezom i po 15 biljaka obe sorte dobijenih de 
novo organogenezom iz intaktnih klijanaca. Kao kontrola u svim slučajevima su 
upotrebljeni listovi biljaka kelerabe gajenih iz semena u staklenoj bašti, a kao spoljašnji 
dipoloidni standard korišćeni su listovi bele deteline (Trifolium repens L. cv. Milo). 
Protočna citometrija je izvršena prema proceduri koju je opisao Otto (1988). Nukleusi 
su oslobođeni u 0,1 M limunskoj kiselini sa dodatkom 0,5% rastvora deterdženta Tween 
20. Dobijena suspenzija nukleusa je filtrirana kroz najlonsku membranu sa porama 
prečnika 30 µm. Zatim je dodat pufer za bojenje koji je sadržao 4 mg mL-1 DAPI (4',6-
Diamidino-2-fenilindol) boje u 0,4 M rastvoru dinatrijum fosfata. Merenja su vršena na 
Partec PAS floucitometru (Partec, Minhen, Nemačka) koristeći linearnu skalu. DAPI 
boja je ekscitovana UV zračenjem HBO lampe na 358 nm, a emisija plave 
fluorescencije na 461 nm je izmerena kroz filter tipa GG 435. Približno 7000 nukleusa 
je korišćeno po uzorku i uradjena su najmanje četiri ponavljanja. Za izračunavanje 
pozicija G0/G1 maksimuma korišćen je Partec FLOMAX softver (Partec, Minhen, 
Nemačka). 
 
3.9. Analiza ekspresije gena uključenih u kontrolu ćelijskog ciklusa 
Promene u nivou ekspresije tri gena koji učestvuju u regulaciji ćelijskog ciklusa 
CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH;1, praćene su kod kelerabe tokom procesa de novo 
organogeneze in vitro. Površinski sterilisana semena kelerabe, sorta Bečka Plava, 
postavljena su na osnovnu hranljivu podlogu u koje je dodat po jedan od sledećih 
citokinina: 2 mg L-1 cisZ, 2 mg L-1 transZ, 2 mg L-1 TDZ ili 5 mg L-1 BAP. Kontrolna 
semena su gajena na osnovnoj hranljivoj podlozi bez citokinina. Biljni materijal 
(klijanci a zatim i biljke sa kalusom i de novo formiranim izdancima) je sakupljan u 
odgovarajućim vremenskim tačkama i to 7, 10, 14, 21, 28 i 35 dana nakon postavljanja 
semena na podloge. Tri eksplantata sa istog tretmana su činila jedan uzorak. Svi uzorci 
su zaleđeni u tečnom azotu i do upotrebe čuvani u zamrzivaču na -70 °C. 




3.9.1. Izolacija ukupne RNK  
Izolacija ukupne RNK iz zamrznutog materijala vršena je po modifikovanoj 
metodi Gašića i saradnika (2004). Ekstrakcija je vršena tako što je 0,15 g biljnog 
materijala najpre samleveno u avanu u tečnom azotu. Prah je zatim prenet u sterilne 
ependorf tubice zapremine 2 mL koje su prethodno ohlađene na ledu. Avani sa 
samlevenim uzorcima su dodatno isprani sa po 1,3 mL ekstrakcionog pufera (2% 
CTAB; 2% PVP; 0,1% DEPC; 25 mM EDTA; 100 mM TRIS-HCl pH 8; 2 M NaCl; 0,5 
g L-1 spermidina; 2% β-merkaptoetanol koji je dodat neposredno pre upotrebe) 
prethodno zagrejanog na 60 °C, koji je zatim dodat u ependorf tubice sa prahom. Uzorci 
su inkubirani u vodenom kupatilu na 60 °C tokom 15 min uz povremeno mešanje na 
vorteksu. U svaki uzorak dodato je po 650 μL smeše hloroform : izoamilalkohol (24:1, 
v:v) i mešano na vorteksu tokom 2 min. Nakon centrifugiranja tokom 10 min na 10000 g 
na +4 °C, supernatant koji se odvojio u vidu gornje, bezbojne faze, prenet je u nove 
ependorf tubice. Postupak sa dodavanjem smeše hloroform : izoamilalkohol i 
centrifugiranjem od 10 min ponovljen je još jednom. 
Supernatant zapremine 500 μL odvajan je u nove ependorf tubice zapremine 2 
mL, pa je zatim dodato po 166 μL hladnog 7,5 M LiCl. Sadržaj tubice je mešan 
okretanjem tubice gore-dole nekoliko puta i inkunbiran na +4 °C preko noći. 
Nakon precipitacije, sadržaj ependorf tubica je centrifugiran tokom 45 min na 
12000 g na +4 °C. Supernatant je odstranjen, a talog ispran dodavanjem 300 μL hladnog 
70% etanola i zatim sušen na vazduhu u laminarnoj komori tokom 5 min. Talog RNK je 
rastvoren dodavanjem 80 μL 0,1% DEPC, potom mu je dodato 8 μL 3M Na-acetata (pH 
5,5) i 220 μL 70% etanola i inkubiran je preko noći na -70 °C. Sadržaj je ponovo 
centrifugiran tokom 45 minuta na 12000 g, na +4 °C. Supernatant je odlivan, a talog 
sušen u laminarnoj komori tokom 10 min i zatim resuspendovan dodavanjem 200 μL 








3.9.2. Provera kvaliteta i kvantifikacija izolovane RNK 
Kvalitet izolovane RNK proveravan je elektoforezom na agaroznom gelu. 
Elektroforeza je vršena na 1,2% agaroznim gelovima sa 0,5 μg mL-1 etidijum-bromida u 
1 x TBE puferu (Tabela 5), pri konstantnom naponu od 75 V. Elektroforeza RNK se 
odvijala u aparatu za horizontalnu elektroforezu BlueMarine 100 (Serva Electrophoresis 
GmbH, Heidelberg, Nemačka). Posle završene elektroforeze gelovi su prosvetljivani na 
talasnoj dužini od 266 nm i fotografisani u transiluminatoru (UltraLum Inc, Gel 
Explorer, Exton, PA, SAD). Kvalitet RNK određivan je i spektrofotometrijski (Agilent 
8453, Santa Clara, CA, SAD) prema odnosu A260/A280 (za čistu RNK A260/A280 iznosi 
1,9-2,1).  
Kvantitet izolovane RNK izračunavan je prema formuli:  
[ukupna RNK] = 40 μg mL-1 x A260 x razblaženje 
 
Tabela 5. Sastav 1 x TBE pufera za elektroforezu RNK 
Komponenta Količina (za 1L TBE pufera) 
Tris (hidroksimetil) aminometan (Serva)   10,8 g 
Borna kiselina (Duchefa)     5,5g 
0,5M EDTA (pH 8)   4,0 mL 
Etidijum-bromid (Valeant Pharmaceuticals, 
Montreal, Kanada) 
                   0,5 mg 
 
3.9.3. Prečišćavanje uzoraka RNK od kontaminacije sa DNK  
Pre reakcije reverzne transkripcije (RT) po 2 μg totalne RNK iz svakog uzorka 
je tretirano DNK-azom (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, 
MA, SAD). Ovaj tretman je vršen u reakcionoj smeši zapremine 10 μL (Tabela 6).  
 
 




Tabela 6. Sastav reakcione smeše za tretman DNK-azom 
Komponenta reakcione smeše Količina 
totalna RNK 2,00 μg 
10 x pufer za DNK-azu (Thermo Scientific) 1,00 μL 
DNK-aza 1,00 μL 
inhibitor RNK-aze (Thermo Scientific, 40 U / μL) 0,25 μL 
H2O 7,75 μL 
Ukupna zapremina reakcione smeše  10,00 μL 
Tretman DNK-azom odvijao se tokom 30 minuta, na 37 °C, a potom je DNK-
aza inaktivirana zagrevanjem uzoraka u koje je dodat po 1 μL EDTA (Thermo 
Scientific) na 65 °C tokom 10 minuta.                  
 
3.9.4. Reverzna transkripcija (RT)  
Reverzna transkripcija RNK u jednolančanu DNK (cDNK) vršena je u PCR 
mašini Ependorf Mastercycler nexus gradient (Ependorf AG, Hamburg, Nemačka), 
pomoću RevertAidTM reverzne transkriptaze (Thermo Scientific) i odvijala se u tri 
koraka: 25 °C (10 min), 42 °C (60 min) i zatim 72 °C (10 min). Reakciona smeša 
zapremine 20 μL sastojala se od komponenti prikazanih u Tabeli 7. 
Tabela 7. Sastav reakcione smeše za reverznu transkripciju 
Komponenta reakcione smeše Količina 
5 x RT-PCR pufer (Thermo Scientific) 4,0 μL 
10 mM dNTP (Applied Biosystems) 2,0 μL 
100 μM nasumični heksameri (Thermo Scientific) 1,0 μL 
inhibitor RNK-aze 0,5 μL 
RevertAidTM reverzna transkriptaza 1,0 μL 
H2O 9,0 μL 
RNK (0,2 μg μL-1) 2,5 μL 
Ukupna zapremina reakcione smeše              20,0 μL 




Dobijena cDNK je dalje korišćena u PCR reakciji za proveru specifičnosti 
prajmera, za dobijanje standarda za apsolutnu kvantifikaciju i u qPCR reakciji. 
 
3.9.5. PCR reakcija 
 PCR reakcije su se odvijale po sledećem protokolu:  
1. Početna denaturacija DNK (95 °C, 5 min)  
2. 40 ciklusa:  
a) Denaturacija (95 °C, 30 s)  
b) Vezivanje prajmera (53 °C, 1 min)  
c) Ekstenzija (72 °C, 1 min)  
3. Finalna ekstenzija (72 °C, 10 min) 
Sve PCR reakcije sa specifičnim prajmerima urađene su pomoću GeneAmp® 
Gold PCR Reagent Kit-a (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation, 
Carlsbad, CA, SAD) i odvijale su se u PCR mašini Ependorf Mastercycler nexus 
gradient. Svaka PCR reakcija se odvijala u reakcionoj smeši zapremine 25 μL (Tabela 
8).  
 
Tabela 8. Sastav reakcione smeše za pojedinačnu PCR reakciju 
  Komponenta reakcione smeše Količina 
10 x PCR pufer 1,50 μL 
25 mM MgCl2 0,75 μL 
10 mM dNTP 1,00 μL 
5μM Prajmer F 1,25 μL 
5μM Prajmer R 1,25 μL 
5 U μL-1 AmpliTaq Gold® DNK polimeraza 0,25 μL 
H2O 17,00 μL 
cDNK (0,05 μg μL-1) 2,00 μL 
Ukupna zapremina reakcione smeše  25,00 μL 




Vizualizacija amplifikovanih fragmenata vršena je pomoću elektoforeze na 
agaroznom gelu, čiji je opis dat u odeljku 3.9.2. 
Sekvence prajmera ("Forward" i "Reverse") koji su korišćeni za amplifikaciju 
fragmenata gena kelerabe CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH;1 u PCR reakcijama  prikazani 
su u Tabeli 9. Prajmeri odgovaraju datim genima koji su uključeni u ćelijski ciklus A. 
thaliana, a koji se nalaze u bazi podataka GenBank™. Radi provere ujednačenosti 
količine ukupne cDNK, u svim uzorcima, paralelno sa amplifikacijom tri gena ćelijskog 
ciklusa, amplifikovan je i referentni gen za aktin krompira, Solanum tuberosum L. 
(PoAc58). Prajmeri korišćeni za amplifikaciju aktinskog gena prikazani su takođe u 
Tabeli 9. 
Tabela 9. Sekvence prajmera korišćenih u PCR i qPCR reakcijama 
Gen GenBank™ 
pristupni br. 





F: 5’-GTACGAGCCAGCGAAACGAA-3’  
CDKB2;1 
 
NM_106304 R: 5’-GCAGCACACTAGAGATATGCTTGA-3’ 170 bp 
F: 5’- GCATCGGCGATCTACACTGC-3’  
CYCB2;4 
 
NM_106281 R: 5’-CCCTGCCTTGTGATGCAAAC-3’ 141 bp 
F: 5’-CTCCTCTTTCCTCCTGGCCA-3’  
CYCH;1 
 
NM_122644 R: 5’-GTCGTGTGCTCAGAGTTCGG-3’ 125 bp 
F: 5'-TGTTGGACTCTGGTGATGGTG-3'  
PoAc58  
 
X55749 R: 5'-AGTAACCACGCTCAGTGAGGA-3' 141 bp 
 
Specifičnost prajmera potvrđena je upoređivanjem dobijene dužine amplikona sa 
očekivanim dužinama RT-PCR produkata dobijenih nakon gel elektroforeze (Dmitrović 
i sar. 2015) i analizom krive topljenja posle qPCR reakcije.  
Produkti RT–PCR amplifikacije za sva 4 gena, koji su dobijeni upotrebom 
specifičnih prajmera kod kelerabe, izolovani su sa agaroznog gela. Sekvenciranje 
dobijenih produkata je izvršeno od strane Macrogen Inc (Amsterdam, Holandija) radi 
provere stepena homogolije sa sekvencama odgovarajućih gena iz A. thaliana, odnosno 




krompira. Za upoređivanje sekvenci korišćen je softver Geneious R8 
(http://www.geneious.com, Kearse i sar. 2012) i BLAST (eng. “Basic Local Aligmment 
Search Tool“) metoda (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
 
3.9.6. Standardi za apsolutnu kvantifikaciju ekspresije gena 
Za apsolutnu kvantifikaciju ekspresije gena napravljeni su standardi od cDNK 
fragmenata svakog od četiri gena amplifikovanih pomoću klasičnih PCR reakcija sa 
specifičnim prajmerima iz Tabele 9.  
Fragmenti cDNK su izolovani sa agaroznog gela koristeći GeneJET Gel 
Extraction Kit (Thermo Scientific) prema metodi Boom-a i saradnika (1990) koja se 
satoji iz sledećih koraka:  
 Odsecanje traka na gelu, koje su bile uočljive pri UV osvetljenju, i ubacivanje u 
ependorf tubice, u koje je dodat vezujući pufer u odnosu 1:1 (v:m).  
  Inkubacija sadržaja u ependorf tubicama u vodenom kupatilu na 56 °C tokom 
10 min do potpunog rastvaranja.  
 Dodavanje 100% izopropanola sadržaju u ependorf tubicama u odnosu 1:2 (v:v). 
Nakon snažnog mešanja, sadržaj je sipan u kolone za filtriranje i centrifugiran 
(11000 g, 1 min). Dobijeni filtrat je odstranjen nakon čega je dodato je 700 μL 
pufera za ispiranje.  
 Centrifugiranje (11000 g, 1 min) nakon čega su filtrati odstranjeni, a ependorf 
tubice sa kolonama su ponovo centrifugirane kako bi se kompletno odstranili 
ostaci pufera za ispiranje.  
 Prebacivanje sadržaja u nove ependorf tubice u koje je dodato 50 μL elucionog 
pufera i centrifugiranje tokom 1 min na 11000 g. Dobijeni filtrati, koji su 
sadržali produkte RT–PCR amplifikacije iz agaroznog gela, su čuvani na -20°C.  
Kvantitet prečišćenih cDNK fragmenata određivan je na spektrofotometru 
Agilent 8453 i izračunavan prema formuli:  




[ukupna DNK] = 50 μg mL-1 x A260 nm x razblaženje 
Nakon spektrofotometrijske kvantifikacije, izračunat je broj DNK kopija 
(http://endmemo.com/bio/dnacopynum.php) i napravljena je serija razblaženja za sve 
amplifikovane gene (od 109 do 102 kopija DNK po 1 μL). Za qPCR reakciju uzimano je 
po 1 μL standarda za svaki gen. 
 
3.9.7. Kvantitativna PCR reakcija (qPCR) 
 qPCR reakcija sa cDNK kelerabe se odvijala u smeši finalne zapremine 25 μL 
(Tabela 10), pri čemu su korišćeni prajmeri iz Tabele 9. q-PCR analiza je rađena 
pomoću Maxima SYBR Green/ROX Kit-a (Thermo Scientific) po uputstvima 
proizvođača. Maxima SYBR Green/ROX Master Mix je smeša DNK polimeraze (Taq), 
dNTP-ova, fluorescentno zelene boje SYBR Green I i referentne boje ROX u 
odgovarajućem PCR puferu. DNK polimeraza Taq rastvorena u puferu daje osetljivu i 
specifičnu PCR amplifikaciju. Boja SYBR Green I osigurava detekciju, a samim tim i 
analizu DNK. Boja ROX je pasivna referentna fluorescentna boja koja služi za 
normalizaciju varijacija između reakcija kao i grešaka u pipetiranju. Ova boja se ne 
vezuje za DNK i ima konstantnu fluorescenciju tokom reakcije.  
Tabela 10. Sastav smeše za pojedinačnu q-PCR reakciju 
Komponenta reakcione smeše Količina 
SYBR Green I Master Mix 12,5 μL 
5 μM Prajmer F 1,5 μL 
5 μM Prajmer P 1,5 μL 
H2O 7,0 μL 
cDNK (12,5 ng μL-1) 2,5 μL 
Ukupna zapremina reakcione smeše  25,0 μL 
 
 Sve qPCR reakcije su se odvijale po sledećem protokolu: 
1. Početna denaturacija cDNK (95 °C, 5 min) 




2. 40 ciklusa: 
a) Denaturacija (95 °C, 30 s) 
b) Vezivanje prajmera (56 °C , 1 min za CDKB2;1, odnosno 53 °C, 1 min za 
CYCB2;4, CYCH;1 i PoAc58) 
c) Ekstenzija (72 °C, 1 min) 
3. Finalna ekstenzija (72 °C, 10 min) 
4. Analiza krive topljenja 
Sve qPCR reakcije urađene su u tri tehnička ponavljanja u aparatu ABI PRISM 
7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems).  
 
3.9.8. Analiza podataka u qRT-PCR metodi  
SYBR Green boja je nakon vezivanja za dvolančanu DNK uzorka emitovala 
karakterističan fluorescentni signal koji je detektovan pomoću qPCR aparata. Ct 
(“threshold cycle”) vrednost, tj. broj ciklusa u kome je fluorescencija uzoraka dostizala 
prag “fluorescentnog šuma” koji je poticao od nespecifične fluorescencije, određivana 
je automatski, pomoću programa 7000 System SDS Software. 
Standardne krive, koje pokazuju zavisnost Ct vrednosti od logaritma broja 
kopija matrice u standardnim razblaženjima, korišćene su za izračunavanje broja kopija 
transkripta u uzorcima. Korišćenjem metode ΔΔCt određena je relativna kvantifikacija 
količine transkripata u uzorcima kelerabe koji su bili tretirani citokininima u odnosu na 
kontrolu, za svaku vremensku tačku. 
Tačke topljenja amplikona (Tm) su definisane kao temperature na kojima je 
prelaz iz dvolančane u jednolančanu formu najbrži. Analiza krive topljenja je poslužila 
za analizu specifičnosti amplifikacije odgovarajućih gena kod ispitivanih uzoraka.  
 
3.10. Statistička obrada podataka i grafičko predstavljanje rezultata 
 Numerički podaci su obrađeni primenom računarskog programa SAS Version 
9.0 (SAS Institute, 2002. SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, NC.). Za određivanje 




statistički značajnih razlika između srednjih vrednosti korišćena je analiza varijanse 
(ANOVA) i LSD (eng. “Least Significant Difference“) test za utvrđivanje statistički 
značajnih razlika na nivou p ≤ 0,05. 
 Podaci izraženi u procentima su angularno transformisani u cilju statističke 
obrade i reverzno transformisani inverznom funkcijom radi tabelarnog ili grafičkog 
prikaza.  
 Grafičko predstavljanje rezultata urađeno je pomoću računarskog programa 
Origin 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, SAD). Srednje vrednosti 
prikazane su sa odgovarajućom standardnom greškom. Na graficima su prikazani i 
rezultati analiza statističke značajnosti razlika između srednjih vrednosti i to slovima. 
Istim slovima su označene vrednosti koje se međusobno statistički značajno ne 
razlikuju. 
 
3.10.1. Indukcija somatske embriogeneze 
Prilikom obrade podataka dobijenih iz eksperimenata vezanih za indukciju 
somatske embriogeneze korišćena je dvofaktorijalna ANOVA, gde su analizirani faktori 
bili tip eksplantata i podloga za indukciju. 
 
3.10.2. Regeneracija kelerabe putem de novo organogeneze 
U obradi rezultata koji se odnose na de novo organogenezu izdanaka, uključujući 
i endogeni sadržaj citokinina i IAA, korišćena je dvofaktorijalna ANOVA gde su tip 
eksplantata i tretman predstavljali analizirane faktore. Dvofaktorijalna ANOVA je 
takođe korišćena prilikom analize podataka dobijenih u eksperimentu ožiljavanja 
regenerisanih izdanaka, gde su sastav podloge za indukciju izdanaka i primenjena 
koncentracija IBA bili faktori. Za obradu podataka ustanovljenih tokom eksperimenta 
umnožavanja regenerisanih izdanaka, upotrebljena je jednofaktorijalna ANOVA, a kao 
faktor je analizirana samo podloga za indukciju de novo izdanaka. 
 




3.10.3. Analiza ekspresije gena uključenih u ćelijski ciklus 
 Dvofaktorijalna ANOVA je korišćena prilikom obrade podataka detektovanih 
tokom praćenja ekspresije gena ćelijskog ciklusa. Analizirane faktore u slučaju 
relativnih vrednosti transkripata CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH;1 gena predstavljali su 
vremenski interval i tip tretmana, dok su za obradu podataka kod apsolutnh kontrolnih 







4.1. Somatska embriogeneza 
 
4.1.1. Formiranje somatskih embriona 
Za indukciju somatske organogeneze kod kelerabe korišćeni su nezreli zigotski 
embrioni u različitim stupnjevima razvića: torpedo, rani kotiledonarni, kotiledonarni i 
kasni kotiledonarni. Početni eksplantati su gajeni na podlogama sa različitim 
koncentacijama 2,4-D, kao i na osnovnoj hranljivoj podlozi.  
U toku četiri nedelje gajenja na osnovnoj hranljivoj podlozi bez regulatora 
rastenja, nezreli zigotski embrioni BP kelerabe u ranom kotiledonarnom (Slika 8a), 
kotiledonarnom i kasnom kotiledonarnom stadijumu razvili su se u biljčice dužine od 
1,5 do 3 cm sa dobro definisanim korenovima i izduženim hipokotilima, noseći na 
svojoj površini novoformirane primarne somatske embrione. Nasuprot njima, 
eksplantati u torpedo stadijumu su isklijali u defektne biljčice sa kratkim i debelim 
hipokotilima, zavijenim listovima i sa blagim kalusnim proširenjem u bazi hipokotila. 
Ove biljčice su takođe na svojoj površini nosile novoformirane somatske embrione. To 
je ukazalo da je kod svih tipova početnih eksplantata gajenih na osnovnoj hranljivoj 
podlozi došlo do spontane pojave somatskih embriona (Tabela 11).  
Prisustvo 2,4-D u podlozi dovelo je do nepravilnog razvoja i deformacije svih 
eksplantata nevezano za njihov stadijum razvića. Na nižim koncentracijama 2,4-D (0,5 
mg L-1) eksplantati su bili deformisani, sa uočljivom radikulom i pojavom kalusa u 
osnovi kratkih i zadebljalih hipokotila. Stepen deformisanosti eksplantata rastao je sa 
povećanjem koncentracije 2,4-D do kompletne malformacije eksplantata gajenih na 1,5 
mg L-1 2,4-D. Somatski embrioni su se formirali i na eksplantatima gajenim na 2,4-D, 
ali sa manjom učestalošću u odnosu na one gajene na podlozi bez biljnih regulatora 





U skoro svim slučajevima, somatski embrioni su se formirali direktno na 
eksplantatu bez posredne kalusne faze (Slika 8b). Kompaktan kalus se mogao uočiti 
samo kod manjeg broja eksplantata gajenih na većim koncentracijama 2,4-D.  
                                                       
Slika 8. Indukcija somatske embriogeneze kod nezrelih zigotskih embriona kelerabe, 
sorta Bečka Plava, gajenih na osnovnoj hranljivoj podlozi. (a) Nezreli zigotski embrion 
u ranom kotiledonarnom stadijumu, bar = 0,3 mm; (b) Globularni embrioni formirani 
na površini eksplantata, bar = 0,8 mm; (c) primarni somatski embrioni u različitim 
stadijumima razvića nakon četiri nedelje gajenja, bar = 3 mm; (d) zreli kotiledonarni 
somatski embrion, bar = 1,5 mm; (e) Isklijali primarni somatski embrion, bar = 3 mm.  
Primarni somatski embrioni u globularnom stadijumu razvića su se formirali 
nakon različitog vremenskog perioda gajenja početnih eksplantata na podlozi bez 
regulatora rastenja, tako da su se kod KK javili nakon 7 dana, kod K nakon 10 dana, kod 
RK nakon 12 i kod T nakon 18 dana gajenja. Novoformirani embrioni bili su svetlo 
zelene boje i lako su se razaznavali na površini eksplantata (Slika 8b). Do kraja 28. 
dana, globularni somatski embrioni na eksplantatima su se razvili do različitih stadijuma 
razvića (Slika 8c,d). U skoro svim slučajevima, somatski embrioni su formirani 
direktno na eksplantatu bez posredne kalusne faze. Kompaktan kalus se mogao uočiti 



































































































































































































































































































Različite koncentracije 2,4-D, u hranljivim podlogama su imale statistički 
značajan uticaj na frekvenciju somatske embriogeneze nakon četiri nedelje gajenja 
eksplantata u kulturi (Tabela 11). Takođe, postojala je interakcija koncentracije 2,4-D i 
stadijuma razvića početnih eksplantata u indukciji somatske embriogeneze. Najbolji 
odgovor kod sva četiri tipa eksplantata je zabeležen kada su bili gajeni na hranljivoj 
podlozi bez biljnih regulatora rastenja, pri čemu je najveća frekvencija somatske 
embriogeneze nakon četiri nedelje dobijena kod eksplantata u ranom kotiledonarnom 
(80,7%) i kotiledonarnom (74,6%) stadijumu. Dodavanje auksina 2,4-D u hranljivu 
podlogu imalo je inhibitorni efekat na somatsku embriogenezu, snižavajući frekvenciju 
somatske embriogeneze na 0-19 %. 
Oba analizirana faktora, koncentracija 2,4-D i stadijum razvića početnih 
eksplantata, značajno su uticali i na intenzitet somatske embriogeneze, a postojala je i 
interakcija između njih (Tabela 11). Najveći prosečan broj primarnih somatskih 
embriona po eksplantatu nakon četiri nedelja gajenja na osnovnoj hranljivoj podlozi 
zabeležen je za rani (8,2) i kasni kotiledonarni (7,5) stadijum. Eksplantati gajeni na 
podlozi sa 2,4-D su imali značajno manji intenzitet embriogeneze. 
 I nakon 5 nedelja gajenja u kulturi, oba faktora su imala uticaj na frekvenciju 
somatske embriogeneze, ali nakon 6 nedelja, efekat stadijuma razvića početnih 
eksplantata je izostao (Tabela 11). 
Indeks kapaciteta formiranja somatskih embriona, koji odražava kumulativni 
efekat frekvencije i intenziteta somatske embriogeneze, pokazao je da je embriogeni 
odgovor nezrelih embriona gajenih na osnovnoj hranljivoj podlozi zavisio i od dužine 







Grafik 1. Efekat vremena gajenja i stadijuma razvića početih eksplantata na embriogeni 
odgovor nezrelih zigotskih embriona kelerabe, sorta Bečka Plava, gajenih na osnovnoj 
hranljivoj podlozi. Za svaku vremensku tačku, izračunata je srednja vrednost ± S.E. za 
tri nezavisna ponavljanja. 
U svakoj tački vremena, vrednosti indeksa su se statistički značajno razlikovale 
za sve testirane početne eksplantate u različitim stadijumima razvića. Na osnovu 
vrednosti datog indeksa, zigotski embrioni u ranom kotiledonarnom stadijumu su se 
pokazali kao najefikasniji eksplantati za indukciju somatske embriogeneze. 
Većina primarnih somatskih embriona formirana je u zoni hipokotila, bez obzira 
na početni stadijum razvića zigotskih embriona koji su korišćeni kao eksplantati, ili 
upotrebljene hranljive podloge (Grafik 2). Formiranje somatskih embriona bilo je 
manje izraženo na kotiledonima i korenu, osim kod eksplantata u torpedo stadijumu 
gajenih na 1,5 mg L-1 2,4-D gde su svi somatski embrioni bili formirani u zoni korena. 
Somatski embrioni regenerisani iz hipokotila su se brže razvijali od onih regenerisanih 






Grafik 2. Udeo somatskih embriona formiranih na različitim delovima isklijalih 
početnih eksplantata, sorta Bečka Plava, gajenim na različitim koncentracijama 2,4-D. 
Procenat klijanja primarnih embriona na osnovnoj hranljivoj podlozi bio je 
100%. Isklijali embrioni su imali dobro razvijen koren i kotiledone (Slika 8e). Kod 
veoma malog broja somatskih embriona došlo je do pojave fascijacije, odnosno 
srastanja većeg broja embriona; ovi somatski embrioni su formirali deformisane 
biljčice. 
 
4.1.2. Sekundarna somatska embriogeneza 
Sekundarni embrioni su se spontano formirali na primarnim somatskim 
embrionima kelerabe nakon pet nedelja gajenja inicijalnih zigotskih eksplantata na 
osnovnoj hranljivoj podlozi (Slika 9a i b). Najbolji odgovor dobijen je kod eksplantata 
u ranom kotiledonarnom stadijumu, dok je kod onih u stadijumu torpeda zabeležena 
najniža frekvencija sekundarne somatske embriogeneze (Tabela 12). Kod sekundarne 
somatske embriogeneze, pojava fascijacije (Slika 9c) dostigla je frekvenciju od 7%, što 
je značajno više u odnosu na primarnu somatsku embriogenezu. Pojedinačni sekundarni 
embrioni su izolovani sa primarnih i preneti na svežu hranljivu podlogu bez regulatora 





biljčicama su se formirali novi somatski embrioni. Kultura sekundarnih somatskih 
embriona se kontinuirano održavala subkultivacijom svake četiri nedelje. 
 
Slika 9. Spontana pojava sekundarne somatske embriogeneze na primarnim somatskim 
embrionima kelerabe, sorta Bečka Plava, gajenim na osnovnoj hranljivoj podlozi. (a) 
Sekundarni embrion u kotiledonarnom stadijumu (strelica) formiran na hipokotilu 
isklijalog primarnog embriona 5 nedelja nakon postavljanja nezrelih zigotskih embriona 
na podlogu, bar = 3 mm; (b) Veći broj sekundarnih somatskih embriona (strelica) 
formiranih na biljčici razvijenoj iz primarnog embriona, bar = 4 mm; (c) Pojava 
fascijacije sekundarnih somatskih embriona, bar = 3 mm. 
Tabela 12. Spontana sekundarna embriogeneza na primarnim somatskim embrionima 
kelerabe, sorta Bečka Plava, nakon pet nedelja gajenja nezrelih zigotskih eksplantata na 
osnovnoj hranljivoj podlozi 





(%) ± S.E.* 
Intenzitet 
embriogeneze 
 ± S.E.** 
     EFC*** 
 
Torpedo   
 
41,28 ± 1,06 c 
 




kotiledonarni               
 
73,85 ± 0,53 a 
 






67,09 ± 0,51 b 
 






 60,63 ± 0,48 b 
 












Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeležene istim slovom 
se statitistički značajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
* Frekvencija embriogeneze: procenat eksplantata koji su formirali najmanje jedan somatski embrion. 
** Intenzitet embriogeneze: srednja vrednost broja sekundarnih somatskih embriona formiranih po primarnom 
somatskom embrionu. 
*** EFC: Indeks kapaciteta formiranja somatskih embriona, izračunat kao [(frekvencija embriogeneze) × (intenzitet 





Nakon 12 subkultivacija, potencijal za sekundarnu embriogenezu kod 
embriogenih linija poreklom od sva 4 tipa zigotskih eksplantata ostao je visok. Najviši 
intenzitet sekundarne somatske embriogeneze za period od 5 nedelja je zabeležen kod 
embriogenih linija koje su vodile poreklo od početnih eksplantata u ranom 
kotiledonarnom stadijumu i iznosio je 30,4 (Grafik 3). 
 
Grafik 3. Embriogeni potencijal jednogodišnjih embriogenih linija kelerabe, poreklom 
sa različitih zigotskih eksplantata, gajenih na osnovnoj hranljivoj podlozi. Embriogeni 
potencijal je izražen kao prosečan broj novoformiranih embriona nakon 5 nedelja 
gajenja pojedinačnih embriona, uzetih iz kultura starih godinu dana, na osnovnoj 
hranljivoj podlozi. Rezultati predstavljaju srednju vrednost ± S.E. (n = 3); različita slova 
ukazuju na statistički značajnu razliku između srednjih vrednosti prema LSD testu, na 
nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
 
4.1.3. Efekat citokinina na formiranje sekundarnih embriona 
U cilju testiranja efekta različitih citokinina na formiranje sekundarnih 
embriona, kao eksplantati su korišćeni primarni somatski embrioni u globularnom i 





podloge u koje je dodato po 1 mg L-1 jednog od četiri različita citokinina. Sekundarni 
somatski embrioni su detektovani nakon nedelju dana, a formirali su se putem direktne 
somatske embriogeneze bez formiranja kalusa. Bez obzira na upotrebljeni citokinin, 
sekundarni somatski embrioni su se uglavnom formirali na hipokotilima, slično kao kod 
primarne somatske embriogeneze. 
Nakon pet nedelja gajenja somatskih embriona na podlozi sa citokininima, na 
frekvenciju sekundarne embriogeneze značajno je uticao kako stadijum razvića 
eksplantata tako i upotrebljeni citokinin, pri čemu nije bilo interakcije između 
navedenih faktora (Tabela 13). Frekvencija embriogeneze je varirala od 80,7% (TDZ i 
BAP) do 100% (osnovna hranljiva podloga) kada su kao eksplantati korišćeni primarni 
somatski embrioni u kotiledonarnom stadijumu. Eksplantati u globularnom stadijumu su 
imali manje izražen embriogeni odgovor, pri čemu su najveće vrednosti frekvencije 
dobijene na hranljivoj podlozi obogaćenoj sa cisZ (90,7%) i osnovnoj hranljivoj podlozi 
(73,8%). 
Tabela 13. Efekat različitih citokinina na indukciju sekundarne somatske embriogeneze 
kod primarnih embriona kelerabe, sorta Bečka Plava, nakon 5 nedelja gajenja  
   
 Stadijum       
 razvića   
 primarnog   





   Frekvencija 
 embriogeneze 
   (%) ± S.E.* 
Intenzitet 
embriogeneze 
 ± S.E.** 
 
 EFC*** 
         
Globularni           0   73,79 ± 0,47 cd      10,89 ± 2,88 ab    8,04 
 cisZ 1   90,72 ± 2,43 bc    4,96 ± 1,25 b    4,49 
 transZ 1   60,58 ± 1,46 d       8,94 ± 3,47 ab    5,41 
 TDZ 1   67,13 ± 0,52 cd         8,65 ± 2,71 ab    5,81 
 BAP 1   67,13 ± 0,52 cd       4,97 ± 1,35 b    3,34 
        
Kotiledonarni 0  100,00 ± 0,00 a     13,48 ± 1,89 a   13,48 
 cisZ 1     98,04 ± 1,89 ab     12,52 ± 2,71 a   12,27 
 transZ 1   89,75 ± 3,15 bc         9,27 ± 1,48 ab    8,32 
 TDZ 1   80,71 ± 0,14 cd       10,44 ± 1,63 ab    8,43 
 BAP 1   80,71 ± 0,14 cd         8,66 ± 2,06 ab    6,99 
  
Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeležene istim slovom 
se statitistički značajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
* Frekvencija embriogeneze: procenat eksplantata koji su formirali najmanje jedan somatski embrion. 
** Intenzitet embriogeneze: srednja vrednost broja sekundarnih somatskih embriona formiranih po primarnom 
somatskom embrionu. 
*** EFC: Indeks kapaciteta formiranja somatskih embriona, izračunat kao [(frekvencija embriogeneze) × (intenzitet 





Stadijum razvića primarnih somatskih embriona značajno je uticao na prosečan 
broj sekundarnih embriona, ali tip primenjenog citokinina, primenjenog u datoj 
koncentraciji, nije (Tabela 13). Takođe, interakcije između ova dva faktora nisu 
postojale. 
 
4.1.4. Histološka analiza 
Histološka analiza je rađena kod sekundarnih somatskih embriona u 
kotiledonarnom stadijumu razvića, tri dana nakon njihovog prenošenja na svežu 
osnovnu hranljivu podlogu. Histološkom analizom su uočene ćelijske deobe u 
spoljašnjem ćelijskom sloju hipokotiledonarnog regiona. Kontinualne deobe u ovom 
području su dovele do formiranja malih globularnih promeristemskih struktura, 
najverovatnije jednoćelijskog porekla (Slika 10a).  
 U novoformiranim kompaktnim masama mogle su se jasno uočiti ćelije u 
intenzivnoj deobi sa gustom citoplazmom i upadljivim jedrima (Slika 10b). Daljim 
umnožavanjem ćelija došlo je do formiranja globularnih embriona koji su bili jasno 
definisani u odnosu na okolno tkivo (Slika 10c). Takođe, globularni embrioni su se 
odlikovali jasno diferenciranim protodermisom i uzanim bazalnim spojem sa 
materinskim tkivom (Slika 10d).  
Dalje razviće globularnih embriona dovelo je do formiranja embriona u 
stadijumu srca kod kojih su se mogli uočiti protodermis i zona ćelija u deobi ispod 
protodermisa (Slika 10e).  
 Embrioni u stadijumu torpeda (Slika 10f) su ispoljavali bipolarnu organizaciju, 
sa korenovim vrhom na bazalnom polu i vrhom izdanka na apikalnom polu, a takođe se 
moglo uočiti i karakteristično provaskularno tkivo. Embrioni na kotiledonarnom 
stadijumu (Slika 10g) su imali po dve kotiledonu slične strukture, slično onim kod 







Slika 10. Histološka analiza sekundarne somatske embriogeneze kod kelerabe, sorta 
Bečka Plava, indukovane na osnovnoj hranljivoj podlozi. (a) Promeristemska struktura 
(strelica) formirana u protodermisu hipokotila eksplantata, bar = 16 μm; (b) Iinicijalna 
faza formiranja proembriona (strelica) sa gusto obojenim meristemskim ćelijama što 
ukazuje na intenzivne ćelijske deobe, bar = 25 μm; (c) Globularni embrion (strelica) 
jasno izdvojen u odnosu na okolno tkivo, bar = 40 μm; (d) Odvajanje globularnog 





embrion sa protodermisom (gornja strelica) i zonom ćelija koje se dele (donja strelica), 
bar = 50 μm; (f) Stadijum kasnog torpeda sa definisanim apikalnim meristemom 
izdanka (mi), meristemom korena (mk), i provaskularnim tkivom (vt), bar = 200 μm; (g) 
Kotiledonarni somatski embron (k, kotiledon; mi, apikalni meristem izdanka; mk, 
meristem korena), bar = 200 μm; (h) Uzdužni presek embriona u kotiledonarnom 
stadijumu razvića sa dobro razvijenim apikalnim meristemom izdanka (mi), bar = 80 
μm. 
 Meristemske ćelije su se mogle prepoznati po tamno obojenoj citoplazmi i 
velikim jedrima, suprotno od svetle citoplazme ispunjene vakuolama kod većine 
embrionalnih ćelija. U grupacijama somatskih embriona mogli su se uočiti različiti 
razvojni stadijumi, ukazujući na nesinhronizovano razviće. Embrioni u kasnijim 
stadijumima razvića (rani kotiledonarni i kotiledonarni) su se mogli lako osloboditi od 
okolnog tkiva. Nije postojala vaskularna veza između materinskog tkiva i embriona koji 
se razvijaju. Formiranje embriona se najverovatnije odvijalo putem direktne 
embriogeneze, s obzirom na to da kalus nije bio uočen. 
 
4.1.5. Aklimatizacija i analiza ploidnosti regenerisanih biljaka 
Nakon što su sekundarni embrioni vertikalno postavljeni na osnovnu hranljivu 
podlogu u tegle od 250 ml, 96% embriona se spontano razvilo u mlade biljčice. Većina 
biljaka razvijenih iz somatskih embriona se nije razlikovala od kontrolnih biljaka. 
Dobro razvijene biljke (Slika 11a) su posađene u zemlju i nakon mesec dana 
aklimatizacije stepen preživljavanja iznosio je 72,5%. Biljke su imale normalnu 
morfologiju i razvile su zadebljanje na stablu u roku od 4 meseca (Slika 11b i c). Nakon 
10 meseci gajenja u staklenoj bašti biljke su procvetale a zatim i formirale mahune 
(Slika 11d). 
Protočna citometrija sprovedena na aklimatizovanim biljkama pokazala je da je 
96,7% analiziranih regenerisanih biljaka bilo diploidno, što je ukazalo na to da kod 







Slika 11. Aklimatizacija biljaka kelerabe, sorta Bečka Plava, regenerisanih putem 
somatske embriogeneze. (a) Biljčica razvijena iz sekundarnog somatskog embriona; (b) 
Aklimatizovana biljka normalne morfologije; (c) Zadebljanje formirano debljanjem 
tkiva donjeg regiona stabla; (d) Biljka kelerabe u cvetu i stvaranje mahuna nakon 10 
meseci gajenja u staklenoj bašti. 
 
4.2. Regeneracija biljaka kelerabe putem organogeneze 
Regeneracija biljaka kelerabe, sorte Bečka Plava i Bečka Bela, odvijala se putem 
indirektne de novo organogeneze izdanaka kod kojih je zatim indukovano formiranje 
adventivnih korenova.  
De novo regeneracija izdanaka na hranljivim podlogama sa pojedinačnim 







Slika 12. Shematski prikaz regeneracije biljaka kod dve sorte kelerabe, Bečka Plava i 
Bečka Bela putem organogeneze iz različitog početnog biljnog materijala. Uspešna 
regeneracija izdanaka de novo postignuta je iz odsečaka hipokotila i intaktnih klijanaca, 
ali su se ožiljene kao i aklimatizovane biljke dobijene samo iz izdanaka regenerisanih iz 
intaktnih klijanaca. 
 
4.2.1. Regeneracija iz odsečaka korena i kotiledona 
Kod odsečaka korenova gajenih u prisustvu egzogeno dodatih citokinina došlo je 
najpre do njihovog izduživanja i grananja, a zatim i do formiranja rastresitog žućkastog 
kalusa na mestima grananja. Pupoljci su se pojavili samo na podlozi sa 2 mg L-1 cisZ 
(0,56%) kod BP (Slika 13), odnosno sa 2 mg L-1 transZ (0,28%) kod BB. 
 
Slika 13. Indirektna organogeneza iz odsečaka korena kelerabe, sorta Bečka Plava, 





Odsečci kotiledona su tokom gajenja na podlogama obogaćenim citokininima 
zadebljali i porasli, a indirektna organogeneza je bila inicirana samo na ivicama 
kotiledona. Slično kao kod korenova, regenerativni odgovor je bio slab tako da je nakon 
6 nedelja gajenja regeneracija dobijena jedino kod sorte BP na hranljivoj podlozi sa 2 
mg L-1 TDZ (1%). Eksplantati na ostalim citokininskim tretmanima, kao i eksplantati 
gajeni na kontrolnoj podlozi su vremenom nekrozirali.  
Usled slabog regenerativnog odgovora, ova dva tipa eksplantata isključena su iz 
daljih istraživanja. 
 
4.2.2. Regeneracija iz odsečaka hipokotila i intaktnih klijanaca  
Nakon 6 nedelja gajenja na hranljivim podlogama sa citokininima odsečci 
hipokotila obe sorte bili su okarakterisani debljanjem i pojavom rastresitog svetlo 
zeleno-žutog kalusa. Procenat kalusa na kojima je došlo do pojave pupoljaka se kretao 
do 4% kod BP (Slika 14a, Tabela 14) i do 7% kod BB (Slika 14b, Tabela 15). Kalusi 
su se formirali kako na ivicama tako i duž odsečaka hipokotila.  
Organogeni odgovor u kontrolnim odsečcima hipokotila gajenim na podlozi bez 
regulatora rastenja izostao je i nakon 6 nedelja kada je došlo do pojave nekroze i 
propadanja eksplantata.  
 Intaktni klijanci koji su korišćeni kao početni materijal za regeneraciju biljaka 
kelerabe putem organogeneze su dobijeni isklijavanjem semena na podlogama sa 
različitim citokininima. Klijavost semena je bila 100%. Razvijeni klijanci su dalje 
tretirani kao eksplantati za regeneraciju de novo izdanaka. Nakon dve nedelje došlo je 
do formiranja kalusa u osnovi stabla klijanaca (Slika 14c), i to kod 100% klijanaca na 
podlogama sa TDZ, odnosno BAP, i do 96% na podlogama sa zeatinom. Nedelju dana 
nakon formiranja kalusa na njima je uočena regeneracija pupoljaka (Slika 14d). 
Frekvencija regeneracije dostigla je vrednosti od 50% kod BP (Tabela 14) i 60% kod 






Slika 14. Indirektna organogeneza iz odsečaka hipokotila i intaktnih klijanaca kelerabe 
gajenih na hranljivoj podlozi za indukciju regeneracije. (a) Formiranje pupoljka na 
odsečku hipokotila, sorta Bečka Plava (BP), gajenog 6 nedelja na podlozi sa 2 mg L-1 
cisZ; (b) Eksplantat hipokotila sorte Bečka Bela, gajen 6 nedelja na hranljivoj podlozi 
obogaćenoj sa 2 mg L-1 transZ, sa formiranim kalusom i regenerisanim pupoljcima; (c) 
Formiranje kalusa u osnovi hipokotila BP klijanca, nakon dve nedelje gajenja na 
podlozi sa 5 mg L-1 BAP; (d) Regeneracija izdanaka kod BP klijanca nakon 6 nedelja 
gajenja na podlozi sa 5 mg L-1 BAP; k – kalus, p – pupoljak. 
 
Semena gajena na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja su se razvila u biljke 
na kojima nije došlo do formiranja kalusa ni nakon 6 nedelja. Takođe, ove biljke su 
imale dobro razvijen korenov sistem, za razliku od biljaka tretiranih TDZ i BAP kod 
kojih je izostalo formiranje korena ili je koren zakržljao. 
De novo organogeneza izdanaka se nije odvijala u isto vreme na svim 
eksplantatima. Različiti stadijumi razvića izdanaka mogli su se uočiti među različitim 
eksplantatima, kao i na istom eksplantatu (Slika 14d). Uopšte, izdanci formirani de 
novo iz intaknih klijanaca bili su vijabilni u poređenju sa onima regenerisanim iz 






Tabela 14. Efikasnost regeneracije izdanaka kelerabe, sorta Bečka Plava, iz eksplantata 






 (mg L-1) 
Frekvencija 
organogeneze 





    
0   0,00 ± 0,00  f   0,00 ± 0,00  g 
cisZ 1   0,28 ± 0,28  ef   4,00 ± 0,65  def 
cisZ 2   4,08 ± 0,05  d     9,00 ± 0,49  c 
transZ 1   0,28 ± 0,28  ef   3,00 ± 0,25  defg 
transZ 2   3,29 ± 0,91  d  24,67 ± 3,03  a 
TDZ 2   0,28 ± 0,28  ef 15,00 ± 0,74  b  
Odsečak 
hipokotila 
BAP 5   0,28 ± 0,28  ef  10,00 ± 0,98  c 
    
0   0,00 ± 0,00  f   0,00 ± 0,00  g 
cisZ 1   0,00 ± 0,00  f   0,00 ± 0,00  g 
cisZ 2   2,48 ± 0,01  de   2,00 ± 0,25  fg 
transZ 1 29,92 ± 0,10  c   2,67 ± 0,36  fg 
transZ 2 37,41 ± 0,16  bc   2,86 ± 0,32  efg 
TDZ 2 50,00 ± 0,16  ab   5,20 ± 0,71  de 
Klijanac 
















Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti ± S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeležene istim slovom 
se statitistički značajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
Kod obe sorte kelerabe zabeležen je statistički značajan uticaj tipa eksplantata i 
podloge za regeneraciju na frekvenciju organogeneze kao i na prosečan broj izdanaka 
po eksplantatu (Tabele 14 i 15). Takođe je uočeno postojanje interakcije ova dva 
faktora. Frekvencija regeneracije iz intaktnih klijanaca bila je značajno viša u odnosu na 
odsečke hipokotila na svim testiranim citokininima, osim kod BP na podlogama sa cisZ. 
Među svim primenjenim citokininima, najviše vrednosti za frekvenciju de novo 
organogeneze izdanaka kod klijanaca dobijene su na hranljivim podlogama sa BAP 
(60%) i TDZ (50%) kod BP (Tabela 14), dok su TDZ, BAP i transZ ispoljili sličan 
efekat na organogenezu izdanaka kod BB gde su dostignute vrednosti frekvencije od 
37% do 50% (Tabela 15). Kod obe sorte kelerabe, procenat klijanaca sa regenerisanim 
izdancima na hranljivoj podlozi sa cisZ je bio oko 10 puta niži u odnosu na podloge sa 





Tabela 15. Efikasnost regeneracije izdanaka kelerabe, sorta Bečka Bela, iz eksplantata 






 (mg L-1) 
Frekvencija 
organogeneze 





    
0   0,00 ± 0,00  d   0,00 ± 0,00  e 
cisZ 1   1,11 ± 0,28  cd   4,50 ± 0,45  de 
cisZ 2   3,94 ± 1,01  bc   6,57 ± 1,08  cd 
transZ 1   0,56 ± 0,56  cd   9,56 ± 1,78  bc 
transZ 2   7,37 ± 0,08  b 13,00 ± 1,21  b 
TDZ 2   6,61 ± 0,03  b 31,12 ± 5,08  a 
Odsečak 
hipokotila 
BAP 5   4,46 ± 1,19  bc 10,12 ± 2,24  bc 
    
0   0,00 ± 0,00  d   0,00 ± 0,00  e 
cisZ 1   2,47 ± 0,02  bc   1,00 ± 0,12  e 
cisZ 2   4,95 ± 0,03  bc   2,50 ± 0,15  de 
transZ 1 42,42 ± 0,25  a   3,06 ± 0,41  de 
transZ 2 37,49 ± 0,01  a   2,80 ± 0,22  de 
TDZ 2 47,49 ± 0,03  a   4,00 ± 0,49  de 
Klijanac 
BAP 5 50,00 ± 1,35  a   4,20 ± 0,52  de 
Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti ± S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeležene istim slovom 
se statitistički značajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
Suprotno od BP klijanaca, najviše vrednosti frekvencije regeneracije izdanaka 
kod odsečaka BP hipokotila (4%) su dobijene na podlogama sa cisZ i transZ (Tabela 
14). Kod odsečaka BB hipokotila nije zabeležena značajna razlika između efekata četiri 
vrste primenjenih citokinina, a frekvencija organogeneze je dostigla vrednost od 4 do 
7% (Tabela 15). Imajući u vidu da su primenjene 2 različite koncentracije cisZ i transZ, 
pokazano je da je tretman sa 2 mg L-1 rezultovao boljim organogenim odgovorom kod 
oba genotipa kelerabe. 
Prosečan broj regenerisanih izdanaka po eksplantatu kod klijanaca je varirao 
između 2,00 (2 mg L-1 cisZ) i 5,42 (5 mg L-1 BAP) kod BP, i između 1,00 (1 mg L-1 
cisZ) i 4,20 (5 mg L-1 BAP) kod BB. Najviša vrednost za prosečan broj formiranih 
izdanaka kod odsečaka hipokotila iznosila je 24,67 na 2 mg L-1 transZ kod BP (Tabela 






4.2.3. Histološka analiza de novo formiranih pupoljaka kod klijanaca kelerabe 
tretiranih citokininima 
Za histološku analizu uzimani su bazalni delovi stabla onih intaktnih klijanaca 
BP kelerabe gajenih 30 dana na hranljivim podlogama sa citokininima kod kojih je 
došlo do formiranja kalusa u bazalnim delovima stabla. Histološka analiza potvrdila je 
formiranje kalusa i pojavu de novo organogeneze kod intaktnih klijanaca gajenih na 
svim podlogama sa citokininima. Na preparatima se moglo jasno uočiti kalusno tkivo 
formirano oko centralnog cilindra eksplantata (Slika 15a). Zabeleženo je prisustvo de 
novo pupoljaka na različitim stadijumima razvića na kalusu istog eksplantata, što je 
ukazivalo na nesinhronizovanost procesa regeneracije (Slika 15a).  
U kalusnoj strukturi mogle su se raspoznati tamno obojene meristemske 
formacije sa gusto pakovanim ćelijama (Slika 15b). Još u ranim fazama razvića 
primećeno je prisustvo jasno definisanog protodermalnog sloja na površini primordija 
pupoljka (Slika 15c). Sa napredovanjem razvića mogli su se uočiti elementi 
vaskularnog sistema kao tamnije obojene strukture u odnosu na okolno tkivo pupoljka 
(Slika 15d).  
Kasnije faze razvića obuhvatale su formiranje strukture sa lisnim primordijama, 
a zatim i listovima oko apikalnog meristema izdanka (Slika 15c, d i e). Dobro razvijeni 
apikalni meristemi izdanka sastojali su se od brojnih malih ćelija koje su bile u fazi 
aktivnih ćelijskih deoba. U ovoj zoni uočena je kompaktna ćelijska organizacija, a jača 
obojenost ukazivala je na veliku metaboličku aktivnost (Slika 15d). Lisne primordije su 
imale definisani protodermalni sloj koji je pokrivao kompaktnu masu meristemskih 
ćelija od kojih će se kasnije formirati unutrašnja tkiva lista. 
Data anatomska istraživanja pokazala su da se de novo formiranje pupoljaka kod 








Slika 15. Histološka analiza pupoljaka formiranih putem indirektne de novo 
organogeneze kod intaktnih klijanaca kelerabe, sorta Bečka Plava, gajenih 30 dana na 
hranljivim podlogama sa citokininima. (a) Poprečni presek bazalnog dela stabla sa 





(mf) i pupoljcima (p) u ranoj fazi razvića, bar = 320 μm; (b) Meristemska formacija sa 
kompaktnom ćelijskom organizacijom (strelica) jasno uočljiva u odnosu na okolno 
kalusno tkivo, bar = 100 μm; (c) Početna faza razvića pupoljka sa jasno definisanim 
slojem protodermisa na površini (pd), bar = 80 μm (d) Ranija faza razvića pupoljka sa 
tamnije obojenim vaskularnim tkivom (v), bar = 320 μm; (e, f) Kasnije faze razvića 
pupoljaka kod kojih je dobro razvijen apikalni meristem (am) sa lisnim primordijama 
(lp), bar = 200 μm, odnosno mladim listovima (l), bar = 320 μm. 
 
4.2.4. Efekat podloge za regeneraciju na stepen umnožavanja regenerisanih 
izdanaka  
Izdanci regenerisani na podlogama sa različitim citokininima dodatim u 
različitim koncentracijama odvojeni su od kalusa a zatim postavljeni na podlogu sa 0,5 
mg L-1 BAP radi daljeg umnožavanja. Izdanci koji su regenerisani iz odsečaka 
hipokotila obe sorte se nisu umnožavali na ovoj hranljivoj podlozi i nakon nedelju dana 
gajenja došlo je do pojave nekroze.  
Izdanci regenerisani iz intaktnih klijanaca obe sorte generalno su bili vijablini, 
izuzev onih dobijenih na podlozi sa cisZ, koji su bili veoma mali i sa pojavom nekroze, i 
kao takvi su izostavljeni iz daljih eksperimenata. Nakon četiri nedelje gajenja izdanaka 
na podlozi sa 0,5 mg L-1 BAP, zabeležena je statistički značajna razlika u vrednostima 
za indeks multiplikacije, tj. u prosečnom broju novoformiranih izdanaka, između 
različitih citokininskih pretretmana kod BP kelerabe (Grafik 4). Izdanci regenerisani na 
podlogama sa transZ su ispoljili značajno manji stepen umnožavanja u odnosu na one 
dobijene na podlozi obogaćenoj sa BAP.  
Suprotno BP, kod BB kelerabe nisu uočene značajne razlike u prosečnom broju 







Grafik 4. Prosečan broj novoformiranih izdanaka (indeks multiplikacije) kelerabe, sorta 
Bečka Plava, nakon 4 nedelja gajenja na podlozi sa 0,5 mg L-1 BAP. Prikazani podaci 
predstavljaju srednje vrednosti ± S.E. iz tri nezavisna eksperimenta sa po najmanje 25 
regenerisanih izdanaka. Srednje vrednosti obeležene istim slovom se statitistički 
značajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
 
Grafik 5. Prosečan broj novoformiranih izdanaka (indeks multiplikacije) kelerabe, sorta 
Bečka Bela, nakon 4 nedelja gajenja na podlozi sa 0,5 mg L-1 BAP. Prikazani podaci 





regenerisanih izdanaka. Srednje vrednosti obeležene istim slovom se statitistički 
značajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
 
4.2.5. Ožiljavanje regenerisanih izdanaka 
Sposobnost ožiljavanja proučavana je kod izdanaka regenerisanih iz intaktnih 
klijanaca. Organogeneza adventivnih korenova kod ovih izdanaka zavisila je od 
primenjene koncentarcije IBA u hranljivim podlogama. Nakon 5 nedelja gajenja, 
celokupna efikasnost ožiljavanja bila je viša kada su izdanci bili gajeni na podlozi sa 4 
mg L-1 IBA nego sa 2 mg L-1 IBA i to kako kod BP (Slika 16a) tako i kod BB (Slika 
16b). Na broj biljaka kod kojih je došlo do ožiljavanja statistički značajno su uticali 
citokininski pretretman i genotip, a postojala je i interakcija ova dva faktora. Najviši 
procenat ožiljenih izdanaka i kod BP (94,57%) i kod BB (90,19%) zabeležen je kod 
izdanaka regenerisanih na podlozi sa 2 mg L-1 transZ (Tabela 16).  
 
Slika 16. Formiranje adventivnih korenova kod regenerisanh izdanaka dve sorte 
kelerabe:  Bečka  Plava (a)  i Bečka Bela (b)  nakon 5  nedelja  gajenja  na  podlozi sa  4 





Dodatno su određene i fenotipske karakteristike biljaka ožiljenih na obe 
primenjene koncentracije IBA (Tabela 16). Kada je u pitanju visina biljaka, nije uočena 
statistički značajna razlika među različitim pretretmanima sa citokininima, osim kod 
izdanaka dobijenih na 1 mg L-1 transZ (Tabela 16). 
Kod biljaka sorte Bečka Bela nije zabeležen statistički značajan uticaj ni 
podloge za ožiljavanje niti pretretmana na broj formiranih korenova. Suprotno tome, 
kod BP, povećanje primenjene koncentracije IBA u hranljivoj podlozi imalo je 
pozitivan efekat na broj formiranih korenova na transZ pretretmanima (Tabela 16). 
Najveća vrednost (8,69) zabeležena je kod biljaka regenerisanih na hranljivoj podlozi sa 
2 mg L-1 transZ. 
Tabela 16. Efikasnost ožiljavanja i fenotipske karakteristike biljaka kelerabe, sorte 
Bečka Plava (BP) i Bečka Bela (BB), nakon 5 nedelja gajenja na podlogama sa 2 mg L-1 












(%) ± S.E. 
Prosečan broj 
korenova 









   BP 
 
  
transZ 1  53,30 ± 0,03  d   3,75 ± 0,86  c    5,06 ± 0,87  bc 4,70 ± 0,53  d 
transZ  2  60,02 ± 0,04  cd 4,22 ± 0,51  c 5,67 ± 0,64  bc 6,05 ± 0,29  bc 





 BAP 5  43,29 ± 0,03  e   6,85 ± 0,90 abc 7,69 ± 0,99  ab 6,15 ± 0,40  bc 
transZ 1  58,31 ± 0,03  d 6,87 ± 0,99  ab 4,71 ± 1,15  c 5,37 ± 0,67  cd 
transZ  2  94,57 ± 0,28  a 8,69 ± 1,32  a 6,34 ± 0,71  bc 6,82 ± 0,50  ab 
TDZ 2  80,04 ± 0,03  b 6,95 ± 0,75  a 7,15 ± 0,44  bc 6,75 ± 0,33  ab 
4 
BAP 5   76,74 ± 0,03  b 8,26 ± 0,80  a 9,30 ± 0,85  a  7,28 ± 0,36  a   
   BB   
transZ 1  50,00 ± 0,05  d 4,13 ± 0,66  b 6,10 ± 0,58  a 7,33 ± 0,41  a 
transZ 2  39,99 ± 0,02  e 6,80 ± 1,32  a 5,80 ± 0,68  a 6,04 ± 0,28  b 





 BAP 5  66,82 ± 0,03  c 6,90 ± 0,71  a 6,10 ± 0,58  a  6,40 ± 0,35  ab   
transZ 1 86,77 ± 0,05  a 5,65 ± 0,51  ab 7,32 ± 0,62  a 6,37 ± 0,44  ab 
transZ 2 90,19 ± 0,12  a 5,74 ± 0,61  ab 6,20 ± 0,45  a 6,53 ± 0,29  ab 
TDZ 2  70,01 ± 0,02  c 5,76 ± 0,73  ab 6,55 ± 0,60  a 6,92 ± 0,39  ab 
4 
BAP 5   80,06 ± 0,05  b 5,87 ± 0,49  ab 6,67 ± 0,56  a 6,75 ± 0,35  ab 
Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti ± S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeležene istim slovom 





 Kod BP biljaka na 4 mg/L IBA samo je pretretman koji je sadržao BAP 
značajno uticao na dužinu korenova gde je vrednost iznosila 9,30 cm (Tabela 16). Kod 
BB biljaka pretretman citokininima nije uticao na ožiljavanje, a efekti različitih 
koncentracija IBA nisu se statistički razlikovali (Tabela 16).  
 
4.2.6. Analiza aklimatizovanih biljaka protočnom citometrijom 
 Biljke sa dobro razvijenim korenom su dalje zasađene u saksije sa supstratom i 
nakon mesec dana gajenja pod odgovarajućim uslovima staklene bašte aklimatizovano 
je 76,7% BP i 63,3% BB biljaka. Sve biljke koje su preživele aklimatizaciju su 
pokazivale normalnu morfologiju i razvile su zadebljanje na stablu u roku od četiri 
meseca (Slika 17a). Biljke su procvetale (Slika 17b) nakon 10 meseci gajenja u 
staklenoj bašti, a zatim su formirale i mahune (Slika 17c).  
 
 
Slika 17. Aklimatizacija biljaka kelerabe, sorta Bečka Plava (BP). (a) Aklimatizovana 
BP biljka normalnog rastenja i morfologije sa zadebljalim stablom; nakon 10 meseci 





 Protočna citometrija je urađena kod aklimatizovanih biljaka i pokazano je da nije 
došlo do promena u njihovoj ploidnosti. 
 
4.3. Analiza endogenih biljnih hormona 
Sadržaj endogenih citokinina i IAA analiziran je kod odsečaka hipokotila sa 
regenerisanim izdnacima (HRI) kao i kod intaktnih klijanaca sa regenerisanim 
izdancima (KRI) koji su gajeni in vitro na podlogama sa različitim citokininima. Ove 
vrednosti su upoređene sa odgovarajućim kontrolnim vrednostima dobijenim analizom 
odsečaka hipokotila i intaktnih klijanaca gajenih na podlozi bez regulatora rastenja.  
 
4.3.1. Sadržaj endogenih citokinina 
Identifikacijom i kvantifikacijom endogenih citokinina u HRI, KRI i kontroli 
dobijen je citokininski profil (Grafici 6 i 7) koji je predstavljen prema podeli citokinina 
koju su dali Dwivedi i saradnici (2010). Ovakva podela podrazumeva postojanje četiri 
grupe citokinina: bioaktivne forme citokinina (slobodne baze i ribozidi), neaktivne 
forme citokinina (N7- i N9-glukozidi), forme citokinina za skladištenje (O-glukozidi) i 
citokininski nukleotidi.  
Kod obe sorte kelerabe dobijen je sličan citokininski profil, gde je nivo ukupnih 
endogenih citokinina generalno bio viši kod HRI u odnosu na KRI.  Nivoi ukupnih 
citokinina i kod BP (Grafik 6) i kod BB (Grafik 7) su zavisili od tipa eksplantata, 
hranljive podloge, a uočena je i interakcija ova dva faktora. Kod BP, količina ukupnih 
citokinina je bila statistički značajno veća kod oba tipa eksplantata sa regenerisanim 
izdancima u odnosu na kontrolu za tretmane sa cisZ i transZ, kao i kod HRI gajenih na 
podlozi sa BAP. TDZ nije imao nikakav efekat na sadržaj ukupnih citokinina ni kod 
jednog tipa analiziranog tkiva (Grafik 6).  
Kod BP, najviši nivoi svih klasa citokinina u HRI detektovani su na podlozi sa 
transZ (Grafici 6, 8a, 9a, 10a). Jedini izuzetak predstavljali su citokininski nukleotidi 
koji su najviši nivo imali kod HRI gajenim na podlozi sa cisZ (Grafik 11a). Kod KRI, 





strane, najniže vrednosti nivoa svih grupa citokinina su kod svih tretmana detektovane 
na podlozi sa TDZ (Grafici 6, 8a, 9a, 10a i 11a).    
 
Grafik 6. Sadržaj ukupnih citokinina (pmol g-1 sveže mase) u hipokotilima sa 
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI) 
kelerabe, sorta Bečka Plava, nakon 6 nedelja gajenja na različitim citokininskim 
tretmanima. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E. (n = 3). Srednje 
vrednosti obeležene istim slovom se statitistički značajno ne razlikuju prema LSD testu, 
na nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
Slično, kod oba analizirana tipa BB tkiva, jedino je gajenje na cis- i transZ 
dovelo do značajnog porasta u nivoima ukupnih citokinina u poređenju sa kontrolom 
(Grafik 7). I u ovom slučaju, najviši nivoi citokinina kod HRI dostignuti su na tretmanu 
sa transZ, osim bioaktivnih formi na tretmanu sa cisZ (Grafik 8b). Kod KRI, 
maksimalni nivoi detektovani su ili na cisZ ili na transZ tretmanima. Slično kao kod 





gajenim na podlozi sa TDZ (Grafici 7, 8b, 9b, 10b i 11b), sa izuzetkom formi citokinina 
za skladištenje kod KRI (Grafik 10b). 
 
Grafik 7. Ukupan sadržaj citokinina (pmol g-1 sveže mase) u hipokotilima sa 
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI) 
kelerabe, sorta Bečka Bela, nakon 6 nedelja gajenja na različitim citokininskim 
tretmanima. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E. (n = 3). Srednje 
vrednosti obeležene istim slovom se statitistički značajno ne razlikuju prema LSD testu, 
na nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
Bioaktivni citokinini (transZ, cisZ, iP, DHZ i njihovi odgovarajući ribozidi) 
predstavljali su samo mali deo ukupnih citokinina i kod HRI i kod KRI obe sorte 
kelerabe. Statistička analiza je pokazala da se vrednosti dobijene za BP HRI gajene na 
svim podlogama obogaćenim citokininima značajno razlikuju od kontrolnih vrednosti. 
Te vrednosti su bile više na cisZ, transZ i BAP a niže na TDZ. Kod KRI, jedino je 
tretman sa cisZ doveo do značajnog povećanja u nivoima bioaktivnih citokininskih 





slična raspodela bioaktivnih citokinina kao i kod BP. Međutim, prisustvo cisZ, TDZ i 
BAP u hranljivim podlogama umanjio je nivo bioaktivnih citokinina kod KRI. 
 
Grafik 8. Sadržaj bioaktivnih formi citokinina (pmol g-1 sveže mase) u hipokotilima sa 
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI) nakon 6 
nedelja gajenja na različitim citokininskim tretmanima kod kelerabe, sorte Bečka Plava 
(a), odnosno Bečka Bela (b). Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E. (n = 
3). Srednje vrednosti obeležene istim slovom se statitistički značajno ne razlikuju prema 





Neaktivne forme citokinina (N7- i N9-glukozidi) predstavljaju preovlađujuće 
citokininske forme u svim ispitivanim tkivima (Grafik 9) i dobijene vredosti u 
potpunosti korelišu sa raspodelom ukupnih citokinina (Grafici 6 i 7).  
 
Grafik 9. Sadržaj neaktivnih formi citokinina (pmol g-1 sveže mase) u hipokotilima sa 
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI) nakon 6 
nedelja gajenja na različitim citokininskim tretmanima kod kelerabe, sorte Bečka Plava 
(a), odnosno Bečka Bela (b). Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E. (n = 
3). Srednje vrednosti obeležene istim slovom se statitistički značajno ne razlikuju prema 





Takođe, za forme citokinina za skladištenje (O-glukozidi) zabeležene su 
očigledne razlike u zavisnosti od tretmana, eksplantatskog tkiva kao i međusobne 
interakcije ova dva faktora i kod BP (Grafik 10a) i kod BB (Grafik 10b). 
 
Grafik 10. Sadržaj formi citokinina za skladištenje (pmol g-1 sveže mase) u 
hipokotilima sa regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim 
izdancima (KRI) nakon 6 nedelja gajenja na različitim citokininskim tretmanima kod 
kelerabe, sorte Bečka Plava (a), odnosno Bečka Bela (b). Prikazani podaci predstavljaju 
srednju vrednost ± S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeležene istim slovom se statitistički 





 Citokiniski nukleotidi-monofosfati predstavljaju malu frakciju ukupnog 
citokininskog sadržaja, i analiza je pokazala postojanje razlika u njihovim profilima 
između dva tipa eksplantata kod oba genotipa. Grafik 11 pokazuje značajno manju 
količinu ove grupe citokinina kod KRI u poređenju sa HRI za sve primenjene tretmane. 
 
Grafik 11. Sadržaj citokininskih nukleotida (pmol g-1 sveže mase) u hipokotilima sa 
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI) nakon 6 
nedelja gajenja na različitim citokininskim tretmanima kod kelerabe, sorta Bečka Plava 
(a), odnosno Bečka Bela (b). Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E. (n = 
3). Srednje vrednosti obeležene istim slovom se statitistički značajno ne razlikuju prema 





Endogeni citokinini se na osnovu strukture bočnog lanca mogu kategorizovati u 
četiri tipa citokinina (Aremu i sar. 2014a): cisZ tip (cisZ, cisZR, cisZ7G, cisZ9G, 
cisZOG, cisZROG, cisZRMP); transZ tip (transZ, transZR, transZ7G, transZ9G, 
transZOG, transZROG, transZRMP); DHZ tip (DHZ, DHZR, DHZ7G, DHZ9G, 
DHZOG, DHZROG, DHZMP) i iP tip (iP, iPR, iP7G, iP9G, iPRMP). 
Statistička analiza pokazala je da su nivoi sva četiri tipa citokinina zavisila kako 
od vrste analiziranog tkiva i primenjenog tretmana, tako i od interakcije ova dva faktora 
(Tabela 17). 
Tabela 17. Endogeni sadržaj citokinina (pmol g-1 sveže mase) u hipokotilima sa 
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI) kod dve 
sorte kelerabe, Bečka Plava (BP) i Bečka Bela (BB) nakon 6 nedelja gajenja na 
podlogama sa različitim citokininima (citokinini su grupisani na osnovu strukture 
bočnog lanca na transZ-, cisZ-, DHZ- i iP-tip) 
Endogeni sadržaj ukupnih citokinina određenog tipa 





(mg L-1) cisZ tip transZ tip DHZ tip iP tip 
   BP 
 
  
0     42,00 ± 1,31 d      52,85 ± 1,15 d   30,80 ± 0,87 cd   56,85 ± 2,62 b 
cisZ 2 6847,75 ± 113,04 a   550,65 ± 18,98 b 109,30 ± 10,56 b   69,18 ± 6,13 b 
transZ 2   578,35 ± 38,02 c 6551,40 ± 202,35 a 453,22 ± 22,68 a    36,35 ± 6,73 c 
TDZ 2     32,75 ± 0,95 d     14,25 ± 2,11 d     3,20 ± 0,40 e   10,55 ± 0,66 de 
HRI 
BAP 5     12,20 ± 0,68 d   283,43 ± 21,56 c   83,90 ± 11,43 b 159,53 ± 10,01 a 
0     31,20 ± 2,74 d       19,35 ± 2,35 d     0,20 ± 0,00 e   14,10 ± 0,46 de 
cisZ 2 2339,55 ± 56,80 b     69,55 ± 3,30 d   17,67 ± 0,10 de   22,70 ± 1,65 d 
transZ 2     65,15 ± 5,39 d     413,70 ± 5,03 bc   43,15 ± 4,29 c     9,45 ± 0,66 e 





BAP 5     49,12 ± 5,69 d         4,20 ± 0,17 d     2,90 ± 0,29 e     8,80 ± 0,25 e 
   BB 
 
  
0     42,15 ± 1,49 d       51,05 ± 2,60 c   30,55 ± 2,77 bc   53,60 ± 4,62 a 
cisZ 2 4563,37 ± 102,31a   831,15 ± 3,58 b   49,37 ± 4,82 b   44,22 ± 3,06 b 
transZ 2   577,75 ± 55,07 c 6394,60 ± 397,10 a 451,70 ± 22,51 a    34,00 ± 2,42 c 
TDZ 2     42,90 ± 3,28 d     27,00 ± 1,84 c     3,67 ± 1,11 d     8,45 ± 0,32 fg 
HRI 
BAP 5     35,90 ± 0,84 d     22,10 ± 2,25 c     7,00 ± 0,09 d   31,40 ± 0,87 c 
0     32,70 ± 3,96 d         5,20 ± 0,31 c     7,70 ± 0,57 d   23,05 ± 1,14 d 
cisZ 2   730,90 ± 47,34 b     51,50 ± 5,25 c     4,75 ± 1,85 d     9,75 ± 0,52 f 
transZ 2     43,32 ± 3,16 d     730,64 ± 43,69 b   13,73 ± 0,84 cd   18,78 ± 2,36 de 
TDZ 2     23,40 ± 1,22 d         0,00 ± 0,00 c     1,75 ± 0,03 d     2,55 ± 0,10 g 
KRI 
BAP 5     59,75 ± 2,95 d         2,85 ± 0,66 c     2,55 ± 0,07 d   16,40 ± 2,19 e 
Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti ± S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeležene istim slovom 





 U većini slučajeva, vrednosti su bile više kod HRI, kao što je već opisano za 
distribuciju citokinina na osnovu fiziološke funkcije. Na podlozi sa cisZ najviše je bio 
zastupljen cisZ tip citokinina, dok su transZ i DHZ tipovi imali najviše vrednosti na 
podlozi obogaćenoj sa transZ. Ova pojava se odnosila i na HRI i na KRI obe sorte 
kelerabe iako je efekat egzogeno dodatih citokinina na sadržaj endogenih citokinina 
generalno bio više izražen kod HRI. Pored toga, kod HRI je bio više izražen efekat 
primenjenog transZ na nivo endogenog cisZ tipa citokinina, kao i efekat primenjenog 
cisZ na nivoe endogenih transZ i DHZ tipova citokinina. Uočeno je da je endogeni 
sadržaj iP tipa bio ili snižen ili povišen pod uticajem citokininskih tretmana kod BP, dok 
je kod BB svuda bio snižen (Tabela 17). TDZ tretman je uglavnom doprineo smanjenju 
sadržaja sva četiri tipa citokinina kod obe sorte, dok je efekat BAP na endogene nivoe 
različitih tipova citokinina bio veoma varijabilan. 
 
4.3.2. Endogeni sadržaj IAA i odnos IAA / bioaktivne forme citokinina 
 Endogeni nivo indol-3-sirćetne kiseline (IAA) određen je kod obe sorte kelerabe 
i dobijeni su uporedivi rezultati (Tabela 18). I kod BP i kod BB analiza je pokazala da 
je došlo do statistički značajnog porasta endogenog nivoa IAA u oba tipa eksplantata 
gajenih na podlogama sa citokininima u poređenju sa kontrolom. Izuzetak su 
predstavljali BP HRI gajeni na TDZ kao i BP KRI gajeni na podlogama sa cisZ ili sa 
BAP, kod kojih nisu zabeležene značajne razlike u odnosu na kontrolno tkivo. Najviši 
nivo endogene IAA je izmeren kod uzoraka gajenih na 2 mg L-1 transZ. 
 Analiziran je odnos IAA i bioaktivnih formi citokinina, pri čemu su uočeni slični 
obrasci kod obe sorte (Grafici 12 i 13). Kod KRI odnos IAA / bioaktivne forme 
citokinina je u većini slučajeva bio povećan na podlogama za regeneraciju u odnosu na 
kontrolu. Sa druge strane, kod HRI nije zabeležena značajna promena u datom odnosu, 
osim kod BB eksplantata sa izdancima koji su gajeni na podlozi sa TDZ. Vrednosti kod 








Tabela 18. Endogeni sadržaj IAA (pmol g-1 sveže mase) u hipokotilima sa 
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI) kod dve 
sorte kelerabe, Bečka Plava (BP) i Bečka Bela (BB) nakon 6 nedelja gajenja na 









Endogeni sadržaj IAA  
(pmol g-1 sveže mase) 
Vrsta 
tkiva 
   Egzogeni 
citokinin 
 (mg L-1) BP BB 
    
0     3,36 ± 0,21 g  13,63 ± 1,73 de 
cisZ 2   23,91 ± 1,15 a 22,34 ± 2,31 bc 
transZ 2   19,84 ± 2,31 bcd 29,88 ± 2,60 a 
TDZ 2     4,22 ± 0,13 g  22,79 ± 2,88 b 
HRI 
BAP 5  20,53 ± 1,15 abc 20,80 ± 2,77 bc 
    
0   13,09 ± 1,73 f   8,33 ± 1,15 e 
cisZ 2   16,22 ± 1,28 def 16,68 ± 1,83 cd 
transZ 2   22,35 ± 1,73 ab 21,11 ± 1,15 bc 
TDZ 2   17,70 ± 1,15 cde 18,45 ± 0,71 bcd 
KRI 






Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti ± S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeležene istim slovom 
se statitistički značajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
 
 
Grafik 12. Odnos endogenog nivoa indol-3-sirćetne kiseline (IAA) i ukupnih 





regenerisanim izdancima (KRI) kelerabe, sorta Bečka Plava, nakon 6 nedelja gajenja na 
različitim citokininskim tretmanima. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± 
S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeležene različitim slovom se statitistički značajno 
razlikuju prema LSD testu, na nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
  
Grafik 13. Odnos endogenog nivoa indol-3-sirćetne kiseline (IAA) i ukupnih 
bioaktivnih citokinina u hipokotilima sa regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa 
regenerisanim izdancima (KRI) kelerabe, sorta Bečka Bela, nakon 6 nedelja gajenja na 
različitim citokininskim tretmanima. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± 
S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeležene različitim slovom se statitistički značajno 
razlikuju prema testu najmanjih značajnih razlika (LSD), na nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
 Takođe, odnosi su većinom bili značajno manji kod HRI u poređenju na KRI. 
Najviše vrednosti kod KRI obe sorte uočene su na tretmanima sa TDZ, što je u 
korelaciji sa relativno niskim nivoima citokinina u eksplantatima gajenim na hranljivim 
podlogama sa TDZ. Najniži odnosi IAA / bioaktivne forme citokinina pokazani su ili 







4.4. Određivanje nivoa ekspresije gena uključenih u ćelijski ciklus kelerabe tokom 
procesa organogeneze in vitro  
Nivo ekspresije gena CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH;1 ispitivan je pomoću qRT-
PCR analize u klijancima BP kelerabe nakon 7, 10, 14, 21, 28 i 35 dana gajenja na 
hranljivim podlogama u koje su dodati pojedinačni citokinini. Kao kontrola korišćene su 
biljke isklijavane na osnovnoj hranljivoj podlozi.  
Semena kelerabe su posle 2-4 dana gajenja isklijala, a nakon 7 dana na svim 
tretmanima bili su formirani klijanci na stadijumu dva kotiledona (Slika 18). Tretirani 
klijanci su izgledali slično kontrolnim. Nakon 10 dana gajenja biljke gajene na cisZ i 
transZ su bile sličnog izgleda i nisu se razlikovale od kontrolnih. Sa druge strane, mogla 
se uočiti razlika između kontrolnih biljaka i onih gajenih na TDZ i BAP (Slika 18).   
 Prva pojava kalusa u osnovi stabla zabeležena je posle 14 dana kod biljaka 
gajenih na podlogama sa TDZ (Slika 18) i BAP. Generalno, kod biljaka tretiranih TDZ i 
BAP zapažen je mali koren, manji broj listova kao i deblje stablo (naročito izraženo kod 
BAP) u odnosu na kontrolu i zeatinski tretman. Formiranje kalusa kod biljaka gajenih 
na zeatinu je zabeleženo nakon 21 dana gajenja, kada je kod biljaka tretiranih BAP i 
TDZ došlo do regeneracije u vidu pojave pupoljaka na kalusu. Posle 28 dana, na podlozi 
sa transZ je takođe došlo do pojave pupoljaka, a kod biljaka gajenih na TDZ i BAP 
došlo je do uvećanja kalusa i broja pupoljaka. Kod biljaka gajenih na cisZ regeneracija 
se mogla uočiti posle 35 dana, kada je kod BAP i TDZ tretiranih biljaka već bio prisutan 







Slika 18. Biljke kelerabe, sorta Bečka Plava, gajene na osnovnoj hranljivoj podlozi – K, 
na podlozi sa 2 mg L-1 cisZ – cZ i podlozi sa 2 mg L-1 TDZ – TDZ, i pojava de novo 
organogeneze u određenim vremenskim tačkama. Vreme gajenja (dani) je prikazano u 
zagradi.  
Iz sakupljenog biljnog materijala izolovana je ukupna RNK. Kvalitet izolovanih 
RNK je proveren na agaroznom gelu. Pokazano je da su izolovane RNK bile 






Slika 19. RNK (2 μg po bunariću) izolovane iz biljaka kelerabe, sorta Bečka Plava, 
gajenih 7, 10, 14, 21, 28 i 35 dana na hranljivim podlogama sa 2 mg L-1 cisZ; 2 mg L- 
transZ 1; 2 mg L-1 TDZ, odnosno 5 mg L-1 BAP.. Kontrolne biljke su gajene na osnovnoj 
hranljivoj podlozi.  
Nakon izolacije, urađena je reverzna transkripcija RNK BP kelerabe kao i 
amplifikacija upotrebom specifičnih prajmera (Slika 20). Takođe, na Slici 20 pokazano 
je podudaranje veličine dobijenih amplikona kelerabe sa amplikonima iz A. thaliana 
koji su služili kao kontrola specifičnosti upotrebljenih prajmera. Produkti PCR 
amplifikacije kelerabe su ekstrahovani iz agaroznog gela nakon gel elektroforeze, i 
kvantifikovani pomoću spektrofotometra. Nakon sekvenciranja ovih produkata PCR 
amplifikacije kod kelerabe pokazano je postojanje visokog stepena homologije sa 
sekvencama odgovarajućih gena iz A. thaliana odnosno krompira. Za gen CDKB2;1 
(GenBank™ pristupni br. NM_106304) podudaranje sa sekvencom iz A. thaliana 
iznosilo je 94%, za gen CYCB2;4 (GenBank™ pristupni br. NM_106281) 88%, a za gen 
CYCH;1 (GenBank™ pristupni br. NM_122644) 94%. Takođe, pokazano je postojanje 
homologije datih gena sa odgovarajućim sekvencama za koje se pretpostavlja da 
odgovaraju vrsti Brassica rapa, i to od 97% za gen CDKB2;1, 96% za gen CYCB2;4 i 
98% za gen CYCH;1. Za aktinski gen (GenBank™ pristupni br. X55749) podudaranje 
sa sekvencom iz krompira iznosilo je 86%, odnosno 92% sa predviđenom sekvencom iz 






Slika 20. Amplikoni dobijeni reverznom transkripcijom i amplifikacijom cDNK 
upotrebom specifičnih prajmera za sekvencu gena CDKB2;1 (a), CYCB2;4 (b) i 
CYCH;1 (c). Dobijeni gelovi su korišćeni za ekstrakciju produkata PCR amplifikacije 
kelerabe. K – keleraba, A – A. thaliana, L – DNK marker. 
Za svaki gen praćen qRT-PCR analizom napravljena je serija razblaženja od 109 
do 102 kopija/μl. Dobijena razblaženja korišćena su kao standardi pomoću kojih su 
konstruisane standardne krive (Slika 21). 
 
Slika 21. Primer standardne krive poznate koncentracije amplifikovanih PCR produkata 
CDKB2;1 gena. 
Ujednačena količina ukupne cDNK svih uzoraka u toku qPCR analize potvrđena 
je paralelnom amplifikacijom referentnog gena za PoAc58. Ovaj gen kodira aktin kod 





prag detekcije (Ct vrednost) referentnog gena za aktin kod svih analiziranih uzoraka bio 
je ujednačen, što pokazuje Grafik 14. 
Analizom krive topljenja pokazana je specifičnost amplifikacije CDKB2;1, 
CYCB2;4, CYCH;1 kao i PoAc58 gena kod svih analiziranih uzoraka. Krive topljenja su 
bile bez odstupanja, sa maksimumom vrednosti –dRn/dT dostignutim u istom 
temperaturnom opsegu, koji je iznosio 78,3-78,7 ºC za CDKB2;1 (Slika 22a), 79,6-80,4 
ºC za CYCB2;4 (Slika 22b), 79-79,7 ºC za CYCH;1 (Slika 22c), 81,1-81,9 ºC za aktin 
(Slika 22d).   
 
Grafik 14. Broj ciklusa posle kojih se dostiže prag detekcije amplifikacije (Ct vrednost) 
sekvence referentnog gena PoAc58 prilikom qPCR amplifikacije cDNK biljaka kelerabe 
gajenih in vitro 7, 10, 14, 21, 28 i 35 dana na različitim citokininskim tretmanima. 
Kontrolne biljke su gajene na osnovnoj hranljivoj podlozi. Prikazani podaci 






Slika 22. Krive topljenja produkata qPCR amplifikacije cDNK biljaka kelerabe, sorta 
Bečka Plava, tretiranih citokininima, pomoću prajmera specifičnih za sekvencu gena 
CDKB2;1 (a), CYCB2;4 (b), CYCH;1 (c) i PoAc58 (d).   
 Metodom qPCR-a pokazan je uticaj citokininskih tretmana na aktivnost sva tri 
gena uključena u regulaciju ćelijske deobe kod BP kelerabe. Dobijeni rezultati 
predstavljeni su relativno u odnosu na kontrolne biljke gajene na osnovnoj hranljivoj 
podlozi, za svaku vremensku tačku ponaosob. Kod kontrolnih biljaka, sva tri gena su 
pokazala sličan profil promene ekspresije u toku vremena (Grafik 15). U svim 
vremenskim tačkama kod kontrolnih biljaka najniža ekspresija zabeležena je za 
CDKB2;1 gen. Dodatno, nije uočena statistički značajna promena ekspresije ovog gena 
tokom vremena, za razliku od ekspresije CYCB2;4 i CYCH;1 gena kod kojih je najviša 
vrednost broja kopija transkripata / ng RNK dostignuta nakon 10 dana gajenja (Grafik 
15).   
 Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala da su vreme gajenja i tip 
citokininskog tretmana imale statistički značajan uticaj na relativnu promenu ekspresije 






Grafik 15. Broj kopija transkripata (po 1 ng RNK) CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH;1 gena  
u kontrolnim biljkama kelerabe, sorta Bečka Plava, gajenih in vitro 7, 10, 14, 21, 28, i 
35 dana na osnovnoj hranljivoj podlozi. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost 
± S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeležene istim slovom se ne razlikuju statitistički 
značajno prema LSD testu, na nivou značajnosti p ≤ 0,05.  
  Najveći relativni porast ekspresije CDKB2;1 gena (Grafik 16a) pod uticajem 
citokinina zabeležen je nakon 7 dana gajenja, pri čemu je uočeno povećanje relativnog 
sadržaja transkripata do 4 puta u odnosu na netretiranu kontrolu. Rezultati prikazani na 
Grafiku 16b pokazuju sličan obrazac ekspresije i kod CYCB2;4 pri čemu je najveći 
statistički značajan porast ekspresije (oko 3 puta) u odnosu na kontrolu zabeležen nakon 
7 i 21 dana gajenja kod sva 4 tretmana. 
  U trenutku kada je došlo do pojave prvog kalusa, nivo ekspresije oba gena bio je 
značajno niži u odnosu na nivo ekspresije kod kontrole na svim tretmanima. Sa pojavom 
regenerisanih izdanaka i njihovog daljeg rastenja i razvića, došlo je do blagog porasta 
aktivnosti CDKB2;1 gena, naročito kod TDZ tretmana nakon 28 dana, gde se dobijena 
vredost značajno razlikovala od onih dobijenih na ostalim tretmanima. Zabeleženi 
porast ekspresije je još više bio izražen kod CYCB2;4 gena, i to najviše nakon 21 dana 
gajenja gde je promena ekspresije dobijene na podlogama sa TDZ i BAP bila statistički 






Grafik 16. qRT-PCR analiza ekspresije gena uključenih u regulaciju ćelijskog ciklusa 





vitro na podlozi sa 2 mg L-1 cisZ; 2 mg L-1 transZ; 2 mg L-1 TDZ, odnosno 5 mg L-1 
BAP. Količina transkripta CDKB2;1 (a), CYCB2;4 (b) i CYCH;1 (c) prikazana je kao 
relativan broj kopija u odnosu na kontrolne vrednosti (K) za svaku vremensku tačku. 
Kontrolne biljke su gajene na osnovnoj hranljivoj podlozi. Prikazani podaci 
predstavljaju srednju vrednost ± S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeležene različitim 
slovom se statitistički značajno razlikuju prema LSD testu, na nivou značajnosti p ≤ 
0,05. 
    Na Grafiku 16c se može videti da ekspresija CYCH;1 gena kod kelerabe prati 
obrazac ekspresije CDKB2;1 i CYCB2;4 gena tokom vremena. Najveće statistički 
značajne promene u ekspresiji u odnosu na kontrolu uočene su kod tretmana sa TDZ 

















Razvijanje efikasnog protokola za in vitro regeneraciju biljaka, kod određenih 
biljnih vrsta, predstavlja preduslov za brojne eksperimentalne pristupe u modernoj 
biljnoj fiziologiji, biotehnologiji kao i u genetičkom inženjerstvu.  
Jedini uspešni protokol za regeneraciju biljaka kelerabe in vitro publikovan do 
sada (Glendening i Sjolund 1988) zahtevao je upotrebu izuzetno visoke koncentracije 
citokinina BAP (10 mg L-1) koja može da dovede do brojnih neželjenih efekata kao što 
su inhibicija ožiljavanja, problemi sa aklimatizacijom ili pojava morfoloških 
abnormalnosti (Werbrouck 1996). Takođe su zabeleženi pokušaji koji su vodili ka 
slaboj regeneraciji (Klima i sar. 2004). Po prvi put u ovoj doktorskoj disertaciji su 
uspostavljeni efikasni protokoli za regeneraciju biljaka kelerabe in vitro putem somatske 
embriogeneze, kao i de novo organogeneze iz intaktnih klijanaca.    
 
5.1. Somatska embriogeneza 
 In vitro razviće biljaka zavisi od različitih faktora, kao što su vrsta biljke, 
genotip, starost i stadijum razvića eksplantata, fiziološko stanje majke biljke koja je 
izvor eksplantata. Takođe, veoma bitni faktori su sastav hranljive podloge i uslovi u 
kulturi, kao što su svetlost i temperatura. Interakcija između svih ovih faktora vodi ka 
indukciji i ekspresiji specifičnog puta dediferencijacije ćelija i razvića organa, odnosno 
biljaka (Gaj 2004). 
 Preduslov za upostavljanje uspešnog sistema za somatsku embriogenezu 
podrazumeva dobar izbor biljnog materijala, tj. da eksplantati budu izvor kompetentnih 
ćelija. Sa druge strane, određivanje fizičkih i hemijskih faktora koji indukuju njihov 
embriogeni put razvića je takođe izuzetno važno (Gaj 2004). 
Somatska embriogeneza može biti indukovana iz različitih tipova eksplantata, 
kao što su klijanci i njihovi fragmenti: petiole, listovi, korenovi, kotiledoni i meristemi 
izdanaka, kao i semena i zigotski embrioni. Nezreli zigotski embrioni predstavljaju 





somatske embriogeneze i kod onih vrsta biljaka kod kojih je tokom godina istraživanja 
nije bilo moguće dobiti (Raemakers i sar. 1995; Von Arnold i sar. 1996). U ovom 
istraživanju, nezreli zigotski embrioni kelerabe demonstrirali su visok potencijal za 
regeneraciju biljaka putem repetitivne embriogeneze bez posredne kalusne faze. 
Različiti tipovi eksplantata korišćeni za indukciju SE pokazuju najveći odgovor 
pri određenoj starosti (Fiore i sar. 1997; Koh i Loh 2000). Što se tiče zigotskih embriona 
veći embriogeni potencijal je, najčešće, zabeležen kod mlađih zigotskih embriona 
(Garin i sar. 1998). Međutim, uočeni su i slučajevi kod kojih embriogeni potencijal raste 
sa starošću, odnosno zrelošću zigotskih embriona (Choi YE i sar. 1998; Gaj 2001). Kod 
A. thaliana je pokazano da je zrelost zigotskog embriona uticala i na tip somatske 
embriogeneze, odnosno zreliji zigotski embrioni su ulazili u direktnu SE, dok je kod 
mlađih najpre dolazilo do formiranja kalusa iz kojeg su se razvili somatski embrioni 
(Pillon i sar. 1996; Gaj 2001; Mordhorst i sar. 1998).  
Stadijum razvića nezrelih zigotskih embriona kelerabe pokazao se kao veoma 
važan za embriogenu kompetenciju, kao što je pokazano i za druge pripadnike roda 
Brassica (Koh i Loh 2000; Gaj 2001, 2004; Burbulis i Kupriene 2005; Rai i sar. 2007). 
U našem radu, najviša frekvencija somatske embriogeneze zabeležena je kod zigotskih 
embriona u ranom kotiledonarnom stadijumu razvića, dok su eksplantati u stadijumu 
torpeda i u kasnom kotiledonarnom stadijumu dali manji odgovor. Razlika može biti 
rezultat toga što se eksplantati u različitim stadijumima razvića odlikuju drugačijim 
fiziološkim statusom (Rai i sar. 2007). 
 Auksini i citokinini predstavljaju esencijalne regulatore rastenja kod biljaka i 
uključeni su u regulaciju ćelijskih deoba i diferencijaciju. Eksperimentalni podaci 
prikupljeni za veliki broj biljnih vrsta u poslednje dve decenije upravo ukazuju na to da 
ovi biljni hormoni predstavljaju ključne faktore za sticanje embriogene kompetencije i 
da njihovo dodavanje u podlogu za gajenje indukuje somatsku embriogenezu in vitro 
(Von Arnold i sar. 2002; Jiménez 2005). Pretpostavlja se da je ova pojava povezana sa 
njihovom ulogom u regulaciji ćelijskog ciklusa i ćelijskoj deobi (Francis i Sorrell 2001; 





 Od auksina je najčešće korišćen 2,4-D (Raemakers i sar. 1995) koji se pokazao 
najefikasnijim kod brojnih biljnih vrsta (Pillon i sar. 1996; Choi i sar. 1998; Gaj 2001). 
Čak u 65% protokola ovaj auksin je korišćen sam ili u kombinaciji sa drugim 
regulatorima rastenja (Gaj 2004).  
  Međutim, 2,4-D je imao negativan efekat na somatsku embriogenezu kelerabe. 
Dodatak 2,4-D osnovnoj hranljivoj podlozi je doveo do smanjenja efikasnosti somatske 
embriogeneze kod nezrelih zigotskih embriona, a ovaj auksin nije ispoljio ni 
stimulatorni efekat na dalje razviće somatskih embriona. Naime, oba procesa su bila 
efikasnija na podlozi bez regulatora rastenja. Šta više, prisustvo 2,4-D u hranljivoj 
podlozi dovelo je do nepravilnog rastenja i deformacije eksplantata nevezano za njihov 
stadijum razvića, a stepen deformisanosti rastao je sa povećanjem koncentracije 2,4-D. 
Takođe, kompaktan kalus se mogao uočiti samo kod manjeg broja eksplantata gajenih 
na većim koncentracijama 2,4-D, a u ostalim slučajevima, somatski embrioni su 
formirani direktno na eksplantatu, bez posredne kalusne faze.  
 Pored toga što 2,4-D ima ulogu inicijatora embriogenog razvića u biljnim 
ćelijama gajenim in vitro, ovaj auksin takođe deluje kao jak stresor (Fehér i sar. 2003). 
Primena 2,4-D u podlozi za indukciju somatskih embriona može imati štetan efekat, kao 
što je razviće malformisanih embriona (Rodriguez i Wetzstein 1994; 1998). Smatra se 
da to može biti posledica narušavanja polarnog transporta endogenih auksina usled 
egzogene primene auksina (Choi i sar. 1997). Primena auksina takođe može dovesti do 
inhibicije razvića embriogenih masa u somatske embrione, tako što ili inhibira polaritet 
ćelije ili onemogućava stvaranje auksinskog gradijenta (Von Arnold 2002; Fehér i sar. 
2003). 
 U nekim sistemima pokazano je da su umesto auksina citokinini efikasni u 
indukciji somatske embriogeneze (Carimi i sar. 1999; Sagare i sar. 2000; Chen i Chang 
2001; Kim i sar. 2003). Međutim, ovaj sistem za indukciju somatske embriogeneze koji 
uključuje samo citokinine je redak. Pokazano je da je od ispitivanih protokola za 
indukciju somatske embriogeneze, manje od 14% koristilo neki iz ove grupe hormona 
(Gaj 2004). Od toga, BAP je najčešće korišćen, zatim kinetin, i na kraju zeatin i TDZ 





indukciji direktne SE visoke frekvencije i kod diferenciranih tkiva, kao što su hipokotili 
i kotiledoni (Zhang i sar. 2005). 
Somatska embriogeneza na podlozi bez biljnih regulatora rastenja je retka 
pojava. Gaj i saradnici (2004) su pokazali da su regulatori rastenja korišćeni za 
indukciju somatske embriogeneze u 93% analiziranih protokola. Kod najvećeg broja 
vrsta kod kojih nije potreban dodatak regulatora rastenja za indukciju somatske 
embriogeneze, endogeni auksini i citokinini su bili ključni faktori u određivanju 
embriogenog odgovora (Fehér i sar. 2003; Gaj 2004; Jiménez 2005), verovatno zbog 
toga što, kao što je već pomenuto, imaju važnu ulogu u regulisanju ćelijskog ciklusa i 
ćelijske deobe.  
Visok potencijal za somatsku embriogenezu kod kelerabe uočen je kod 
hipokotila isklijalih nezrelih zigotskih eksplantata. To je u skladu sa rezultatima 
istraživanja kod mnogih drugih biljnih vrsta (Kim i sar. 2003; Burbulis i Kupriene 
2005), što ukazuje na to da su mladi hipokotili povoljne mete za indukciju somatske 
embriogeneze. Konar i saradnici (1972) su ovaj potencijal pripisali epidermalnim 
ćelijama hipokotila koje su povratile meristemske karakteristike, tj kapacitet. 
 Prisustvo auksina je, u većini slučajeva, neophodno za indukciju sekundarne 
somatske embriogeneze. Kod nekih sistema potrebna je kombinacija auksina sa 
citokininima (Agarwal i sar. 2004) ili se sekundarna somatska embriogeneza javlja u 
odsustvu biljnih regulatora rastenja (Koh i Loh 2000). Kada je u pitanju keleraba, u 
ovom radu je pokazano da su se sekundarni embrioni spontano javljali na primarnim 
tokom gajenja na podlozi bez regulatora rastenja. Egzogeno primenjeni citokinini 
generalno nisu doveli do značajnog povećanja frekvencije sekundarne embriogeneze.  
Većina vrsta pokazuje nižu frekvenciju indukcije primarne u odnosu na 
indukciju sekundarne embriogeneze (Raemakers et al. 1995; Vasic et al. 2001). Takođe, 
neke kulture imaju sposobnost da održe kompetenciju za sekundarnu embriogenezu 
dugi niz godina (Thorpe 2000; Martinelli i sar. 2001). Slični rezultati su dobijeni i u 
našim istraživanjima kelerabe, gde su nakon jedne godine repetitivne somatske 
embriogeneze na hranljivoj podlozi bez biljnih regulatora rastenja, kulture i dalje 





embriogeneze je zabeležen kod embriogenih linija koje su vodile poreklo od zigotskih 
eksplantata u ranom kotiledonarnom stadijumu. Ova vrednost je bila skoro trostruka u 
odnosu na onu dobijenu za primarnu somatsku embriogenezu iz istih eksplantata što sve 
zajedno pruža mogućnost za produkciju velikog broja embriona u relativno kratkom 
vremenskom periodu. Svi testirani sekundarni embrioni su isklijali u biljčice od kojih se 
većina razvila u normalne diploidne biljke što ukazuje na to da su šanse za pojavu 
somaklonalnog variranja tokom ovog regenerativnog postupka veoma male. Na osnovu 
svega ovoga može se zaključiti da je po prvi put kod kelerabe uspostavljen veoma 
efikasan regenerativni sistem putem somatske embriogeneze. 
Klasičan koncept somatske embriogeneze podrazumeva da somatski embrion 
potiče od jedne ćelije (Haccius 1978) što je pokazano kod različitih biljaka kao što je 
npr. šargarepa (Toonen i sar. 1994). Međutim, jednoćelijsko poreklo somatskih 
embriona nije pravilo i postoje primeri istovremene pojave jednoćelijskog i 
višećelijskog porekla u jednom regenerativnom sistemu (Chan i sar. 1998). Danas se 
smatra da su oni regenerativni sistemi koji mogu garantovati jednoćelijsko poreklo 
somatskih embriona veoma retki. Somatski embrioni koji se formiraju iz kalusa, 
odnosno putem indirektne SE imaju veću verovatnoću višećelijskog porekla, dok je u 
direktnoj SE veća verovatnoća da somatski embrioni nastaju od pojedinačne ćelije (Gaj 
2004). U većini slučajeva gde biljni regulatori rastenja nisu korišćeni za embriogenu 
indukciju, somatski embrioni se formiraju direktno na površini eksplantata bez 
formiranog kalusa (Fehér i sar. 2003), kao što je pokazano i u slučaju kelerabe. U našim 
istraživanjima, histološka analiza je ukazala na to da su somatski embrioni formirani 
direktno iz površinskih ćelija, odnosno slojeva eksplantata, bez posredne kalusne faze. 
 Somatski embrioni se obično razvijaju u male biljke, slično klijancima, na 
hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja. Međutim, u brojnim sistemima za indukciju 
SE, iako dolazi do formiranja velikog broja embriona, mnogi od njih ne uspevaju da se 
razviju u biljke. Najčešće se za razviće somatskih embriona u biljke u podlogu dodaje 
giberelna kiselina (Kim i sar. 1997; Yang i Choi 2000), glutamin ili hidrolizat kazeina 
(Von Arnold i sar. 2002). Takođe, u ove svrhe koriste se i indol-3-buterna kiselina, 
abscisinska kiselina ili citokinini (Ahmed i sar. 1996; Choi YE i sar. 1998; Sarasan i sar. 





nakon jednog meseca aklimatizacije u staklenoj bašti stepen preživljavanja je iznosio 
72,5%. Efikasna konverzija embriona u biljke predstavlja važan preduslov za primenu 
ovog protokola u biotehnološkim programima oplemenjivanja kelerabe. 
Uspostavljeni sistem za regeneraciju kelerabe, kao jedan od model sistema u 
kojima dodatak biljnih regulatora rasta nije neophodan za indukciju somatske 
embriogeneze, može takođe da doprinese razjašnjenju ranih regulatornih događaja u 
razviću embriona. 
 
5.2. De novo organogeneza 
 De novo organogeneza predstavlja najčešće korišćen put za regeneraciju biljaka 
kod mnogih vrsta iz roda Brassica (Cardoza i Stewart 2004). Takođe, pokazano je da se 
pripadnici roda Brassica karakterišu veoma visokom genotipskom specifičnošću za 
regeneraciju (Cardoza i Stewart 2004). Zato je za svaki genotip neophodno razviti 
odgovarajući protokol za regeneraciju. 
U ovom radu predstavljen je efikasan protokol za in vitro organogenezu 
izdanaka kod dve sorte kelerabe – Bečka Plava (BP) i Bečka Bela (BB). Naša 
istraživanja su pokazala da je morfogenetski potencijal kelerabe bio varijabilan i da je 
zavisio od tkiva eksplantata i primenjenih regulatora rastenja kod obe sorte, što je 
prethodno pokazano za druge pripadnike roda Brassica (Ovesná i sar. 1993; Sparrow i 
sar. 2004; Akasaka-Kennedy i sar. 2005; Ghnaya i sar. 2008; Pavlović i sar. 2010). 
Svaki od primenjenih citokinina (transZ, cisZ, TDZ, BAP) je samostalno doveo do 
indukcije regeneracije izdanaka i kod hipokotila i kod klijanaca kelerabe, bez potrebe za 
egzogenom primenom auksina. Protokoli za regeneraciju koji ne obuhvataju auksine se 
smatraju pogodnijim, s obzirom na to da egzogena primena ovih regulatora rastenja u 
kulturi biljnog tkiva može dovesti do somaklonalnih varijacija (Lo Schiavo i sar. 1989; 
Neelakandan i Wang 2012). 
De novo regeneracija izdanaka kelerabe na hranljivim podlogama sa 
citokininima odvijala se putem procesa indirektne organogeneze koji je podrazumevao 





Formiranje kalusa uočeno je kod svih tretmana, a sposobnost regeneracije izdanaka 
zavisila je, između ostalog, od tipa eksplantata. 
 
5.2.1. Efekat tipa eksplantata na efikasnost regeneracije izdanaka 
 Postoje brojni literaturni podaci o uspešnim regeneracijama biljaka kako iz 
kotiledona (Teo i sar. 1997; Mollika i sar. 2011; Ravanfar i sar. 2011; 2014) tako i iz 
korena (Wong i Loh 1988; Sharma i Thorpe 1989) kod različitih vrsta roda Brassica. U 
našem istraživanju, koren i kotiledon se nisu pokazali kao pogodan eksplantatski 
materijal za in vitro regeneraciju kelerabe, dajući niske vrednosti kako za frekvenciju 
organogeneze tako i za prosečan broj regenerisanih izdanaka. Imajući u vidu da su za 
indukciju regeneracije kod drugih vrsta Brassica korišćeni auksini, moguće je da je 
prisustvo ovih hormona u podlozi neophodno u slučaju upotrebe kotiledona ili korena 
kao primarnih eksplantata i u slučaju kelerabe. Odsečci kotiledona su se pokazali 
efikasnim za regeneraciju izdanaka kod ukrasnog kelja (Brassica oleracea L. var. 
acephala), ali su bili manje produktivni u odnosu na hipokotil čak i na podlozi sa 
auksinom (Dai i sar.  2009). Takođe, kod portugalskog kelja (Brassica oleracea L. var. 
tronchuda) hipokotili su bili uspešniji u regeneraciji izdanaka u odnosu na kotiledone 
(Msikita i Skirvin 1989). Nasuprot ovome, kod uljane repice (Brassica napus L.), 
zabeležena je veća efikasnost regeneracije kod kotiledona u odnosu na hipokotile, dok 
su eksplantati korena i u ovom slučaju ispoljili mali regenerativni potencijal (Kamal i 
sar. 2007).  
Odsečci hipokotila kelerabe su se pokazali uspešnijim eksplantatima u 
regeneraciji izdanaka u odnosu na odsečke korenova i kotiledona, što je u skladu sa 
prethodnim opažanjima da su hipokotili najpogodniji eksplantati i za regeneraciju i za 
genetičku transformaciju biljaka kod mnogih vrsta iz roda Brassica (Cardoza i Stewart 
2004). Sa druge strane, u poređenju sa intaktnim klijancima odlikovali su se nižom 
frekvencijom regeneracije. Upotreba intaktnih klijanaca kelerabe bila je veoma uspešna, 
pri čemu je na tretmanima sa 2 mg L-1 TDZ odnosno 5 mg L-1 BAP dobijena skoro 
deset puta veća efikasnost regeneracije kod obe sorte u odnosu na odsečke hipokotila. 





corniculatus L. (Nikolić i sar. 2006). Izdanci dobijeni regeneracijom iz klijanaca 
kelerabe izgledali su vijabilnije od onih dobijenih iz eksplantata hipokotila.  
Interesantno, prosečan broj regenerisanih izdanaka po eksplantatu je bio viši kod 
eksplantata hipokotila u odnosu na klijance. Moguće je da je na efikasnost za 
regeneraciju izdanaka iz hipokotila uticala starost tkiva. U većini istraživanja pokazano 
je da eksplantati poreklom iz nekoliko dana starih klijanaca daju optimalne frekvencije 
regeneracije. Tako, kod B. rapa ssp. oleifera je pokazano da su tri dana stari klijanci 
dali bolji materijal za regeneraciju nego oni stari četiri dana (Burnett i sar. 1994). Kod 
B. napus eksplantati iz četiri dana starih klijanaca su imali frekvenciju regeneracije od 
90% (Ono i sar. 1994), a kod B. rapa najbolju regeneraciju su dali eksplantati iz biljnog 
materijala starog 3 dana (Teo i sar. 1997). I kod B. juncea, optimalna regeneracija 
izdanaka je dobijena upotrebom eksplantata iz 3-5 dana starih klijanaca (Sharma i sar. 
1990). Dodatno, pokazano je da je optimalna starost hipokotila za produkciju izdanaka 
procesom de novo organogeneze do sedam dana (Fuller i sar. 1994; Kamal i sar. 2007; 
Pavlović i sar. 2010; Ravanfar i sar. 2014). U ovom radu su za eksperimente korišćeni 
odsečci hipokotila klijanaca kelerabe starih dve nedelje, pošto klijanci kelerabe mlađi od 
dve nedelje nisu bili dovoljno razvijeni. Upotreba eksplantata izolovanih iz dve nedelje 
starih klijanaca u regeneraciji izdanaka zabeležena je takođe kod kupusa (Jin i sar. 
2000). 
 
5.2.2. Efekat egzogeno primenjenih citokinina na regeneraciju izdanaka 
 Kod mnogih biljnih vrsta, uključujući i pripadnike roda Brassica, BAP i TDZ su 
najefikasniji kada je u pitanju de novo organogeneza izdanaka, pa su iz tog razloga i 
najčešće korišćeni citokinini (Glendening i Sjolund 1988; Khan i sar. 2003; Ghnaya i 
sar. 2008; Abassi i sar. 2011). TDZ, kao i drugi sintetički citokinini, je izgleda manje 
osetljiv na enzimsku degradaciju in vivo u poređenju sa prirodnim citokininima, tako da 
i pri niskim koncentracijama može indukovati veći odgovor biljnog tkiva. Međutim, 
ovaj regulator rastenja takođe može izazvati neke neželjene posledice, kao što su 
inhibicija izduživanja izdanaka, srastanje izdanaka i hiperhidracija (Magyar-Tábori i 
sar. 2010). U ovom istraživanju zabeležena je visoka efikasnost oba ova hormona u 





 Takođe, pokazano je da je među egzogeno primenjenim citokininma transZ bio 
najuspešniji u pogledu broja de novo indukovanih izdanaka iz hipokotila kod sorte BP. 
Ovaj citokinin je doprineo i visokoj frekvenciji regeneracije izdanaka, slično onoj 
dobijenoj sa BAP i TDZ kod BB hipokotila, kao i kod klijanaca obe sorte. Ovi podaci 
nisu u saglasnosti sa prethodno objavljenim zapažanjima kod različitih biljnih vrsta gde 
se transZ pokazao kao najmanje uspešan u indukciji de novo organogeneze izdanaka 
(Bretagne i sar. 1994; Pellegrineschi 1997; Ahmadabadi i Bock 2010; Verma i sar. 
2011). Ipak, postoje i literaturni podaci gde je transZ bio efektivniji u stimulisanju 
regeneracije izdanaka od drugih citokinina (Coleman i Ernst 1989; Souza i sar. 2003), 
ili sa sličnim efektom kao BAP (Suri i sar. 2005). 
Regeneracija izdanaka kelerabe, kako iz hipokotila tako i iz intaktnih 
klijanaca, je ostvarena i na hranljivoj podlozi sa cisZ. Interesantno je da se dugo 
vremena smatralo da je fiziološka aktivnost zeatina ograničena samo na transZ, 
dok se za cisZ verovalo da je neaktivna ili slabo fiziološki aktivna forma 
citokinina. Ovi zaključci su bili izvedeni na osnovu ranijih radova koji su opisivali 
slabu biološku aktivnost cisZ u nekim citokininskim biološkim testovima (Schmitz 
i sar. 1972; Kamínek i sar. 1979). Upravo zato su brojna istraživanja biosinteze i 
metabolizma citokinina uglavnom bila fokusirana na transZ, iako su cisZ i njegovi 
derivati izolovani iz više vrsta, uključujući krompir (Nicander i sar. 1995), pirinač 
(Izumi sar. 1988; Takagi i sar. 1989), hmelj (Watanabe i sar. 1981), pšenicu (Parker 
i sar. 1989), ovas (Parker i sar. 1989) i leblebije (Emery i sar. 1998). Međutim, ova 
tema vezana za aktivnost cisZ odnosno transZ je veoma aktuelna poslednjih godina i 
predstavlja predmet brojnih diskusija. Skorije analize su pokazale da cis izomeri mogu 
imati ulogu dominantnih citokinina u određenim stadijumima rastenja i razvića biljaka 
(Emery i sar. 1998; 2000; Gajdošová i sar. 2011; Stirk i sar. 2012). Takođe, geni koji 
kodiraju enzime O-glukoziltransferaze, specifične za O-glukozilaciju cisZ 
identifikovani su kod kukuruza (Martin i sar. 2001; Veach i sar. 2003). Ova otkrića 
ukazuju na to da cis-izomeri zeatina mogu imati jedinstvene fiziološke funkcije u 
rastenju i razviću biljaka. U ovom radu je pokazano da je cisZ biološki aktivan u 
procesu regeneracije izdanaka iz eksplantata hipokotila, kao i drugi primenjeni 
citokinini. Sa druge strane, cisZ se pokazao mnogo manje efikasan u odnosu na njegov 





5.2.3. Efekat citokininskih pretretmana na umnožavanje izdanaka dobijenih de 
novo organogenezom 
 Izdanci regenerisani na odsečcima hipokotila ili intaktnim klijancima su 
odvojeni od primarnih eksplantata i dalje gajeni na hranljivoj podlozi koja je sadržala 
0,5 mg L-1 BAP. Smatra se da su podloge sa BAP najbolje podloge za umnožavanje 
izdanaka kod brojnih biljnih vrsta (Sharma i Thorpe 1990; Ružić i Vujović 2008; Moura 
i sar. 2009; Yunus i sar. 2012). Gajenje regenerisanih izdanaka kelerabe na ovoj 
hranjlivoj podlozi pružilo je dodatnu mogućnost za izučavanje razlika u potencijalu za 
umnožavanje između izdanaka regenerisanih iz eksplantata hipokotila i klijanaca, kao i 
između pretretmana različitim citokininima. Efekat citokininskog pretretmana na 
umnožavanje izdanaka regenerisanih na klijancima se razlikovao između dve ispitivane 
sorte. Kod BP efekat pretretmana bio je uočljiv, dok kod BB efekat pretretmana nije 
detektovan. Razlika između BP i BB genotipova u smislu trajanja efekata citokinina 
može biti posledica razlike u njihovom metabolizmu. Moguće je da su kod BB 
akumulirane veće količine citokinina, pa je premašena gornja granica osetljivosti tkiva 
na citokinine, zbog čega je izostala očekivana stimulacija umnožavanja izdanaka od 
strane ovih regulatora rastenja.  
 
5.2.4. Ožiljavanje i aklimatizacija umnoženih izdanaka regenerisanih iz klijanaca 
Prisustvo IBA u koncentraciji od 4 mg L-1 u hranljivoj podlozi za ožiljavanje je 
dovelo do povećanja frekvencije rizogeneze kao i broja korenova formiranih po izdanku 
kod obe sorte kelerabe u odnosu na 2 mg L-1 IBA. Prosečna dužina korena je bila 
povećana, dok su Pavlović i saradnici (2010) zabeležili da su i frekvencija ožiljavanja i 
prosečna dužina korena bili umanjeni prilikom dodavanja 4 mg L-1 u odnosu na 2 mg L-
1 IBA kod različitih varijeteta Brassica oleracea L. Abbasi i saradnici (2011) su takođe 
pokazali da su najviše vrednosti za frekvenciju ožiljavanja, broj korenova po izdanku, 
kao i dužinu korena dobijene na podlozi sa 3 mg L-1 IBA, dok su koncentracije više od 
ovih (4 mg L-1) imale inhibitorni efekat na parametre ožiljavanja kod B. rapa L. var. 
turnip. Rezultati, dobijeni u ovom istraživanju, ukazuju na to je keleraba možda manje 
osetljiva prema IBA nego druge vrste roda Brassica kod kojih je proučavana 





dostigao maksimalni odgovor kod kelerabe. Dobra ožiljenost regenerisanih biljaka 
doprinela je njihovoj daljoj uspešnoj akliimatizaciji. Sve aklimatizovane biljke kelerabe 
su nastavile normalno da se razvijaju, cvetaju i formiraju mahune, pri čemu ni kod jedne 
biljke nije došlo do promene ploidnosti. Sve ovo ukazuje na uspešnost i efikasnost 
protokola za regeneraciju kelerabe putem de novo organogeneze razvijenog u okviru 
ove doktorske teze.  
 
5.3. Endogeni nivo citokinina i IAA 
 Sastav hranljive podloge za regeneraciju, odnosno primenjeni citokinini imali su 
uticaj na nivo endogenih citokinina, kao i IAA, i kod hipokotila sa regenerisanim 
izdancima (HRI) i kod klijanaca sa regenerisanim izdancima (KRI). Smatra se da su ove 
promene u nivou endogenih biljnih hormona najverovatnije doprinele regenerativnom 
potencijalu ovih eksplantata. 
 
5.3.1. Nivo endogenih citokinina i IAA u eksplantatima sa regenerisanim 
izdancima gajenim na različitim hranljivim podlogama za regeneraciju 
 U cilju ispitivanja uloge citokinina u regeneraciji izdanaka kelerabe in vitro, u 
ovom istraživanju je po prvi put izmeren sadržaj endogenih citokinina i napravljen 
potpuni citokininski profil odsečaka hipokotila sa regenerisanim izdancima i intaktnih 
klijanaca sa regenerisanim izdancima kelerabe.   
Dodavanje sintetičkih citokinina, kao što su BAP i TDZ, u hranljivu podlogu za 
regeneraciju izdanaka izazvalo je ili nikakvo ili veoma malo povećanje endogenog 
nivoa citokinina i kod HRI i kod KRI, u poređenju sa kontrolom. Međutim, kada su u 
podlogu za regeneraciju dodati neki od prirodnih citokinina trans-, odnosno cisZ, uočen 
je značajan porast u nivou endogenih citokinina. Naročito je došlo do povećanja 
sadržaja kod istog tipa citokinina, trans- ili cisZ, koji je i primenjen u hranljivoj podlozi. 
Ovi podaci ukazuju na to da je porast u nivou citokinina prvenstveno bila posledica 
usvajanja citokinina iz hranljive podloge. Slično ovome, u ranijoj literaturi postoje 





dodavanja u podlogu za gajenje (Klemš i sar. 2011; Montalbán i sar. 2013; Aremu i sar. 
2014a). Izrazitiji porast endogenih citokinina u HRI gajenih na podlozi koja je 
sadržavala cisZ odnosno transZ u odnosu na KRI gajenih na istim hranljivim 
podlogama, sugeriše da je usvajanje egzogenih citokinina možda efikasnije za segmente 
hipokotila nego za klijance. 
Dodatak transZ u hranljivu podlogu je takođe doveo do značajnog povećanja 
endogenih nivoa cisZ-tipa citokinina, dok je egzogeno dodat cisZ doveo do porasta 
endogenih nivoa transZ-tipa citokinina. Istovremeno, u oba slučaja je došlo i do 
značajnog povećanja nivoa DHZ-tipa citokinina. Ovi efekti su ponovo naročito bili 
izraženi u HRI kod obe sorte. Moguće objašnjenje dobijenih rezultata jeste da se porast 
endogenog nivoa cisZ nakon usvajanja iz podloge u koju je dodat transZ i obrnuto može 
pripisati usvajanju jednog od izomera iz hranljive podloge, koji se zatim prevodi u 
drugi, verovatno preko procesa cis-trans izomerizacije. Naime, interkonverzija između 
cis- i transZ delovanjem zeatin-cis-trans izomeraze je predložena kod Phaseolus 
vulgaris (Bassil i sar. 1993) i A. thaliana (Kasahara i sar. 2004), iako su skorija 
istraživanja izazvala sumnju vezanu uopšte za važnost ovog procesa u biljkama in vivo 
(Gajdošová i sar. 2011). Montalbán i saradnici (2013) su takođe pokazali da se tokom 
regeneracije izdanaka iz vegetativnih pupoljaka kod kalifornijskog bora (Pinus radiata) 
endogeni nivo cisZ povećava nakon gajenja na hranljivoj podlozi obogaćenoj sa transZ, 
i obrnuto. 
Prisustvo egzogenih citokinina u hranljivim podlogama generalno nije doprinelo 
povećanju endogenog nivoa iP-tipa citokinina ni u jednom od ispitivanih tkiva kod obe 
sorte kelerabe. Smatra se da ovaj tip citokinina prvenstveno ima ulogu prekursora za 
biosintezu odgovarajućih izomera zeatina (Takei i sar. 2004b). Slične rezultate su 
objavili i Montalbán i sar. (2013). Kod sorte Bečka plava, izlaganje citokininima iz 
hranljive podloge dovelo je čak i do opadanja endogenog nivoa iP-tipa citokinina u 
poređenju sa kontrolom, i kod HRI i kod KRI. Ovakvi rezultati mogu biti pokazatelj 
regulacije koja se odvija putem negativne povratne sprege. Prethodna istraživanja su 
pokazala da su nivoi endogenih citokinina u biljkama podređeni takvoj kontroli putem 
negativne povratne sprege, ili putem smanjenja biosinteze (Miyawaki i sar. 2004) ili 





 Nakon usvajanja iz hranljive podloge, citokinini bi u biljkama mogli postojati ili 
kao bioaktivni citokinini ili bi moglo doći do njihove konjugacije pri čemu nastaju 
citokininski O- i N-glukozidi, sudeći po porastu ovih klasa citokinina nakon gajenja na 
transZ ili cisZ u poređenju sa kontrolom, naročito u HRI kod obe sorte. Akumulacija 
citokininskih O- i N-glukozida je prethodno zabeležena u biljnim tkivima izloženim 
pojačanom usvajanju (Klemš i sar. 2011; Montalbán i sar. 2013) ili izmenjenoj 
hormonskoj homeostazi (Raspor i sar. 2012) i predstavlja posledicu metaboličke 
glukozilacije. O-glukozidi nastaju vezivanjem glukoze na neki od atoma kiseonika 
bočnog lanca slobodnog transZ, cisZ, DHZ, njihovih ribozida (Bajguz i Piotrowska, 
2009; Stirk i sar. 2012). Uloga O-glukozilacije je privremena deaktivacija, skladištenje i 
zaštita od mehanizama katabolizma (Veach i sar. 2003; Stirk i sar. 2012). Sa druge 
strane, N-glukozidi nastaju glukozilacijom atoma azota adeninskog prstena 
citokininskih slobodnih baza, njihovih ribozida ili ribotida, a biološka uloga N- 
glukozilacije još uvek nije razjašnjena (Bajguz i Piotrowska 2009). Kod KRI, najviši 
nivo ukupnih citokinina zabeležen je na podlozi sa cisZ, što se može smatrati 
posledicom ekstemno visokog nivoa upravo neaktivnih formi citokinina, N-glukozida.  
Sadržaj endogenih citokinina i IAA, kao i odnos IAA i bioaktivnih citokinina su 
ukazali na to da postoji jasna razlika između HRI i KRI po pitanju endogenih nivoa ovih 
biljnih hormona kod kelerabe. HRI su generalno sadržali veću količinu citokinina u 
odnosu na KRI, dok su KRI sadržali više IAA i za njih je dobijen i viši odnos IAA i 
bioaktivnih citokinina. Stirk i saradnici (2008) su pokazali da stadijum razvića biljaka 
ima uticaja na nivo endogenih citokinina kao i na njihove metabolite. To može biti 
razlog primećenih razlika imeđu HRI i KRI u našem slučaju, s obzirom na to da su 
hipokotili predstavljali starije tkivo u odnosu na tkivo klijanaca.  
Dodavanje citokinina u hranljivu podlogu za regeneraciju dovelo je do porasta u 
endogenim nivoima IAA i u HRI i u KRI kod obe sorte, u poređenju sa eksplantatima 
gajenim na kontrolnoj podlozi koja nije sadržala biljne regulatore rastenja. Zabeleženi 
porast endogene IAA je doveo i do povećanja odnosa IAA i bioaktivnih citokinina u 
većini KRI gajenih na podlogama sa citokininima i kod BP i kod BB.  
 Od kada su otkriveni, pokazano je da citokinini i auksini međusobno intereaguju 





regulaciju ćelijskog ciklusa, grananje korena, regulaciju senescencije i razviće 
vaskularnih elemenata (Coenen i Lomax 1997; Swarup i sar. 2002). Pri tome, može se 
smatrati da je odnos citokinina i auksina prilično međusobno zavisan. U većini 
slučajeva promena endogenog nivoa jednog biljnog hormona utiče na promenu 
endogenog nivoa drugog (Coenen i Lomax 1997). Dobijeni rezultati su u skladu sa već 
poznatom činjenicom da citokinini utiču na endogeni nivo auksina u biljkama, pri čemu 
je taj uticaj prilično promenljiv (Eklöf i sar. 1997).  
 Postoje različiti literaturni podaci o citokininima kao pozitvnim regulatorima 
biosinteze auksina (Jones i sar. 2010), gde povećanje količine citokinina utiče na 
povećanje nivoa auksina i obrnuto. Tako je pokazano da kod ipt mutanata Nicotiana 
glutinosa povećanje nivoa citokinina uzrokuje povećanje količine slobodne IAA (Binns 
i sar. 1987). Egzogena primena citokinina utiče na porast nivoa IAA u korenu kukuruza 
i graška (Bourquin i Pilet 1990; Bertell i Eliasson 1992). Povećana stopa biosinteze IAA 
je zabeležena i u apeksima izdanaka, mladim listovima i korenovima deset dana starih 
klijanaca A. thaliana, gajenih u tečnoj podlozi obogaćenoj sa BAP, transZ ili cisZ 
(Jones i sar. 2010). Pokazano je takođe da su egzogeni citokinini indukovali lokalnu 
biosintezu kao i polarni transport auksina tokom regeneracije izdanaka A. thaliana 
(Cheng i sar. 2013). Dodatno, postoje podaci da povećana aktivnost CKX enzima kod 
A. thaliana snižava nivo endogenih citokinina što dalje utiče na smanjenje količine 
endogenih auksina (Werner i sar. 2001; Jones i sar. 2010).  
 Ipak, postoji i nekoliko istraživanja koja ukazuju na suprotan efekat, a to je da 
citokinini negativno utiču na nivo auksina. Pokazano je da kod ipt mutanata duvana i A. 
thaliana povišen nivo citokinina utiče na smanjenje količine IAA (Eklöf i sar. 1997; 
Nordström i sar. 2004). Negativan uticaj citokinina na nivo auksina potvrđen je i kod pls 
mutanata A. thaliana (Liu i sar. 2010). Takođe, potvrđeno je da je regulacija biosinteze 
citokinina posredstvom auksina brza i direktna, dok je regulacija količine IAA 
posredstvom citokinina spora i indirektna (Nordström i sar. 2004). 
 Iz navedenih primera istraživanja složenog odnosa ove dve grupe hormona se 
može zaključiti da postoji mogućnost da je porast endogenog sadržaja IAA kod kelerabe 
koja je bila izložena tretmanu egzogenim citokininima upravo posledica biosinteze 





5.3.2. Endogeni sadržaj citokinina i IAA kao mogući faktor koji utiče na efikasnost 
regeneracije 
 Nivo endogenih hormona ili njihov odnos može uticati na sposobnost in vitro 
regeneracije iz različitih eksplantata biljaka (Bouza i sar. 1993; Centeno i sar. 1996; 
Valdés i sar. 2001; Moncaleán i sar. 2003; Klemš i sar. 2011; Cuesta i sar. 2012; 
Montalbán i sar. 2013; Aremu i sar. 2014a; 2014b). Pored toga, citokini dodati u 
hranljivu podlogu mogu interagovati sa endogenim hormonima, menjajući razviće 
biljaka in vitro (Parker i sar. 1986; Valdés i sar. 2001; Moncaleán i sar. 2003; Klemš i 
sar. 2011). 
Rezultati dobijeni u ovom istraživanju su pokazali da su eksplantati kelerabe 
sposobni da formiraju kalus na hranljivim podlogama u koju su dodati samo citokinini, 
bez potrebe za egzogenim auksinima. Nasuprot ovome, standardni protokoli za in vitro 
regeneraciju kod najvećeg broja biljnih vrsta uključuju seriju od dva tipa hranljivih 
podloga od kojih prva sadrži auksine u cilju indukcije kalusa (CIM), dok druga sadrži 
citokinine koji su namenjeni za regeneraciju izdanaka (SIM) (Duclercq i sar. 2011; 
Motte i sar. 2014). Na molekularnom nivou je pokazano da u toku de novo 
organogeneze izdanaka dolazi do određenih promena u ekspresiji gena uključenih u 
auksinske i citokininske signalne puteve, kao i odgovarajućih transkripcionih faktora 
(Che i sar. 2006; 2007). Na početku, egzogeni auksin posreduje procese kao što su 
sticanje kompetencije za formiranje organa, dediferencijaciju ćelija, formiranje kalusa i 
u njemu specifičnih začetaka organa. Zatim, egzogeni citokinin iz hranljive podloge na 
koju se eksplantati dalje prenose, posreduje određivanje razvojnog puta od primordije 
organa do izdanka (Motte i sar. 2014). 
 Endogeni nivo auksina u tkivu eksplantata ima važan uticaj na sposobnost 
regeneracije. Kod mutanata A. thaliana sa visokom ekspresijom gena uključenih u 
biosintezu auksina pokazano je da postoji visok regenerativni kapacitet i u protokolima 
koji isključuju prvi korak inkubacije na podlozi sa auksinom (Zhao i sar. 2013). 
Međutim kod krompira, koji ima prirodno visok nivo endogenih auksina, do formiranja 
kalusa dolazi samo primenom standardnog protokola za regeneraciju i čak zahtevaju 





U ovom radu pokazano je da su endogeni nivoi IAA značajno povišeni u 
eksplantatima hipokotila i klijancima kelerabe gajenih na podlogama u koje su dodati 
citokinini. Smatra se da su upravo ti povišeni nivoi auksina možda mogli biti dovoljni 
da indukuju prvu fazu organogeneze u ovim eksplantatima bez potrebe za dodatnim 
auksinom u hranljivim podlogama. Pretpostavlja se da su fitohormonski signalni putevi 
koji se odvijaju u biljakama u potpunosti zavisni od koncentracije endogenih hormona 
prisutnih u biljnim tkivima, što ne mora nužno da odražava sastav biljnih regulatora 
rastenja prisutnih u podlozi za regeneraciju (Gordon i sar. 2007). 
U ovom istraživanju, najbolji rezultati za frekvenciju regeneracije kod obe sorte 
dobijeni su kod klijanaca gajenih na podlogama sa BAP, TDZ ili transZ. Interesantno, 
kod ovih klijanaca je i odnos IAA i bioaktivnih citokinina dostigao najviše vrednosti na 
ovim tretmanima. Prema dobijenim rezultatima, izgleda da su i efikasnost regeneracije 
izdanaka i vijabilnost regenerisanih izdanaka kelerabe u korelaciji upravo sa visokim 
odnosom endogene IAA i bioaktivnih citokinina. Prema tome, raspoloživost endogenog 
auksina može predstavljati važan faktor za početne faze u organogenezi izdanaka kod 
kelerabe, pre nego visok sadržaj citokinina koji je neophodan za kasnije formiranje 
primordija izdanaka. 
Eksplantati hipokotila, bez obzira na nisku frekvenciju regeneracije, ispoljili su 
više vrednosti za prosečan broj regenerisanih izdanaka u odnosu na klijance kao 
eksplantate. Takođe, kod hipokotila je zabeležen i značajno niži odnos IAA i 
bioaktivnih citokinina usled višeg sadržaja citokinina kao i zbog nižeg IAA sadržaja. 
Okubo i saradnici (1991) su pokazali da kada je najniži odsečak hipokotila zevalice 
(Antirrhinum majus L.) korišćen kao eksplantat, ispoljio je veću sposobnost regeneracije 
izdanaka u odnosu na bilo koje druge odsečke nakon gajenja na podlozi sa BAP. 
Hemijske analize su pokazale da je ovaj segment takođe imao najviši sadržaj endogenih 
citokinina i najniži nivo IAA, ukazujući na ulogu ovih fitohormona u procesu 
regeneracije izdanaka. Poznato je da na morfogenezu izdanaka utiče ravnoteža između 
citokinina i auksina, koji su ili egzogeno dodati u hranljivu podlogu (Skoog i Miller 
1957; Kohlenbach 1977) ili njihovom interakcijom u biljnim tkivima (Cheng i sar. 
2013). Pretpostavlja se da visoki odnos auksina prema citokininima favorizuje 





i Miller 1957). Stoga, hipokotili možda imaju veći potencijal za kasnije faze 
regeneracije izdanaka u odnosu na druge biljne delove, zahvaljujući različitom sastavu 
endogenih hormona. Ovo bi moglo predstavljati razlog zašto su eksplantati hipokotila 
proizveli veći prosečan broj izdanaka nego intaktni klijanci, iako je celokupna 
regeneracija iz klijanaca bila uspešnija. 
Lokalne promene u koncentraciji biljnih hormona, uključujući uspostavljanje 
lokalnih gradijenata, aktiviraju razvojne procese vezane za organogenezu (Benková i 
sar. 2003; Pernisová i sar. 2009; Cheng i sar. 2013). Dalje, s obzirom na to da lokalne 
promene u sadržaju auksina vezane za organogenezu zavise od citokinina i obrnuto 
(Pernisová i sar. 2009; Cheng i sar. 2013), one mogu zavisiti od fitohormonskih 
signalnih puteva koji se odvijaju unutar intaktnih biljaka. Ovo može biti razlog zbog 
kojeg intaktni klijanci kelerabe podležu efikasnijoj regeneraciji izdanaka u odnosu na 
eksplantate koji su dobijeni iz izolovanih tkiva, kao što su hipokotili, kotiledoni ili 
koren, kod kojih izostaju fitohemijske interakcije sa drugim delovima biljke. Na taj 
način izdanci kelerabe regenerisani iz hipokotila se nisu pokazali viljabilni tokom 
eksperimenata umnožavanja izdanaka i na kraju su postali nekrotični. Nasuprot tome, 
izdanci dobijeni regeneracijom iz klijanaca su se uspešno umnožili i razvili u biljčice 
koje su se uspešno ožilile. 
 
5.4. Ekspresija gena uključenih u kontrolu ćelijskog ciklusa tokom de novo 
organogeneze izdanaka 
 Ciklus ćelijske deobe kod biljaka kontrolisan je ciklinima i kinazama zavisnim 
od ciklina (Berckmans i De Veylder 2009; Dong i sar. 2011). Kinaze zavisne od ciklina 
imaju centralnu ulogu u kontroli toka ćelijskog ciklusa, pri čemu je njihova aktivacija 
regulisana vezivanjem za odgovarajući ciklin u različitim kontrolnim tačkama (Dewitte 
i Murray 2003; Nieuwland i sar. 2009). Aktivnost ovih kompleksa je strogo 
kontrolisana tokom ćelijskog ciklusa i razvića organa, a dati kompleksi takođe mogu 
biti uključeni u regulaciju signalne transdukcije i procesa diferencijacije (Barroco i sar. 





 Pokazano je da ekspresiju određenih tipova ciklina, kao što je tip D, različito 
kontrolišu saharoza i biljni hormoni, kao što su citokinini i brasinosteroidi (Riou-
Khamlichi i sar. 2000; Liu i sar. 2012; Rosa i sar. 2013). U našem radu praćen je uticaj 
različitih citokinina na nivoe ekspresije tri gena uključenih u regulaciju ćelijskog 
ciklusa, CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH;1, u određenim vremenskim periodima (nakon 7, 
10, 14, 21, 28 i 35 dana) tokom in vitro procesa organogeneze iz klijanaca BP kelerabe.  
 Kinaze zavisne od ciklina tipa B predstavljaju familiju mitotičkih CDKs koje su 
karakteristične samo za biljni svet, i ona obuhvata dve grupe kinaza CDKB1 i CDKB2. 
Pokazano je da je ekspresija ovih kinaza fazno specifična tokom ćelijskog ciklusa, pri 
čemu se CDKB1 eksprimira tokom prelaza S/rana M faza dok se CDKB2, uključujući i 
CDKB2;1, eksprimira u više ograničenom periodu tokom G2/M faza (Fobert i sar. 
1996; Magyar i sar. 1997; Umeda i sar. 1999).  
 Lee i saradnici (2003) su koristeći in vitro proteinski test (“pull-down assay”) 
prvi pokazali da se CDKB2;1 izolovana iz pirinča vezuje za B2 tip ciklina, CYCB2;1 i 
CYCB2;2, ali ne i za CYCA1;1. I jedan i drugi ciklin su ispoljili ili veoma mali afinitet 
ili potpuno odsustvo afiniteta za vezivanje CDKA;1 i CDKA;2. Ovi rezultati su ukazali 
na to da je interakcija CDKB2;1 i CYCB specifična. Takođe, proteinski kompleksi 
CDKB2;1/CYCB2;1 (ili CYCB2;2) su ispoljavali enzimsku aktivnost, ukazujući na 
funkcionalnost kompleksa kao i na to da kinazna aktivnost CDKB2;1 zavisi od 
interakcije sa CYCB2;1 ili CYCB2;2. I druga istraživanja kod A. thaliana pokazala su 
da se ciklini B tipa isključivo vezuju za CDK tipa B (Van Leene i sar. 2010).  
U našem istraživanju dobijeni rezultati pokazuju da je promena aktivnosti 
analiziranih gena u korelaciji sa određenim fazama de novo organogeneze. Dobijeni su 
slični obrasci ekspresije gena CDKB2;1 i CYCB2;4 tokom 6 diskretnih tačaka kako u 
kontrolnom tkivu tako i kod svih citokininskih tretmana. To može značiti da je u 
procesu de novo organogeneze kelerabe tokom ćelijskih ciklusa došlo do interakcije i 
stvaranja kompleksa između CDKB2;1 i CYCB2;4. Ova pretpostavka je u skladu sa 
prethodnim istraživanjima specifičnosti vezivanja B2 tipa ciklina i kinaza zavisnih od 
ciklina tokom ćelijskog ciklusa kod drugih biljnih vrsta (Lee i sar. 2003: Van Leene i 
sar. 2010). Veliki relativni porast ekspresije CDKB2;1 i CYCB2;4 gena pod uticajem 





sadržaja transkripata 3 do 4 puta u odnosu na netretiranu kontrolu. U datom momentu 
na svim tretmanima kao i na kontrolnom bazalnom medijumu formirani su klijanci na 
stadijumu dva kotiledona. Interesantno je da je sa pojavom prvog kalusa nivo ekspresije 
oba gena bio sličan ili niži u odnosu na kontrolu za svaki od primenjenih citokinina, da 
bi opet došlo do povećanja aktivnosti u odnosu na kontrolu u momentu pojave 
regenerisanih izdanaka i dalje sa njihovim razvićem. Na različitim citokininskim 
tretmanima, regenerisani izdanci su se javljali različitom dinamikom koju je pratila i 
ekspresija analiziranih gena. Ovakvi rezultati ukazuju na postojanje složenog obrasca 
ponašanja ćelija u okviru meristema izdanka tokom procesa organogeneze. 
  Složenost procesa formiranja organa naglašava potrebu za preciznim 
balansiranjem ćelijskih deoba i diferencijacije u različitim delovima meristema kako bi 
se održala struktura i funkcija ovog tkiva. U tom smislu, veoma je važno da se signali 
meristemskih regulatora tačno protumače od strane mašinerije koja reguliše ćelijski 
ciklus. Koordinisane ćelijske deobe predstavljaju preduslov za formiranje organizovanih 
višećelijskih tkiva, međutim još uvek nije utvrđeno u kolikoj meri ćelijske deobe 
aktivno doprinose oblikovanju jednog organizma (Fleming 2006; Inzé i De Veylder 
2006).   
Postoje dve teorije koje opisuju moguće principe koji leže u osnovi rastenja i 
razvića biljaka. Teorija ćelije podržava mišljenje da ćelijske deobe igraju glavnu ulogu i 
predstavljaju silu koja vodi ka razviću organa, odnosno celog organizma. Sa druge 
strane, teorija organizma podrazumeva postojanje unapred zamišljenog plana razvića 
(Kaplan i Hagemann 1991). Postoje literaturni podaci koji idu kako u prilog teorije 
organizma (Hemerly i sar. 1995; Boudolf i sar. 2004) tako i u prilog teorije ćelije 
(Andersen i sar. 2008). 
 Pokazano je da ometanje funkcije CDKB2 kod A. thaliana dovodi do pojave 
abnormalnosti ne samo kod toka ćelijskog ciklusa već i u organizaciji meristema 
(Andersen i sar. 2008). Ova zapažanja su ukazivala na to da su CDKs tipa B2 aktivne u 
apikalnom meristema izdanka i da su neophodne za njegovo funkcionisanje, kao i da je 
ta aktivnost ovih CDKs usko povezana sa funkcijama klasičnih regulatora meristema. 
Naime, regulatori ćelijskog ciklusa mogu služiti kao mete za integraciju ćelijske 





bi upravo CDKB2 geni mogli služiti kao potencijalne mete u okviru meristema izdanka 
(Andersen i sar. 2008). 
 Poznato je da nivoi auksina i citokinina kontrolišu ćelijski ciklus i mnoge 
programe razvića u biljci (Skoog i Miller 1957; Riou-Khamlichi i sar. 1999; Himanen i 
sar. 2002). Već dugo vremena se ovi hormoni koriste u indukciji in vitro regeneracije 
biljnog tkiva, pri čemu njihov odnos ne određuje samo stepen ćelijskih deoba, već i 
sudbinu razvića tkiva (Skoog i Miller 1957). Andersen i saradnici (2008) su pokazali da 
su endogeni nivoi ovih hormona bili izmenjeni u slučaju gubitka funkcije CDKB2. 
Naime, oni su zapazili da tkivo sa poremećenom funkcijom CDKB2 nije moglo da 
prevede hormonske signale u pravilno razviće, uprkos čenjenici da je tkivo bilo 
normalno u momentu izolacije eksplantata. To je dovelo do zaključka da je koordinacija 
ćelijskog ciklusa i programa razvića posredstvom biljnih hormona od izuzetne važnosti.     
 Sa druge strane, smatra se da citokinini kontrolišu tok ćelijskog ciklusa tako što 
utiču na fazno-specifičnu izmenu ciklina u kompleksu sa CDKs vezujući se za ATP 
mesto na CDKs (Planchais i sar. 1997). Citokinini regulišu prelazak iz G2 u M fazu 
(Redig i sar. 1996; Laureys i sar. 1998) tako što aktiviraju određeni tip fosfataza koje 
vrše uklanjanje inhibitorne fosfatne grupe sa odgovarajućih CDKs čime se povećava 
njihova aktivnost (Zhang i sar. 2005).  
 Različiti kompleksi CDK/ciklin mogu fosforilisati veliki broj supstrata koji 
učestvuju u regulaciji faznih prelaza, kao što su G1/S i G2/M, i omogućavanju odvijanja 
udvajanja DNK molekula i odvijanja mitoze. Ciklini H tipa čine regulatornu 
komponentu kompleksa CDKD/CYCH (Umeda i sar. 2005). Ovi kompleksi 
predstavljaju CDK-aktivirajuće kinaze koje vrše fosforilaciju kinaza zavisnih od ciklina 
i tako ih aktiviraju (Inzé 2005). S obzirom na to da ekspresija CYCH;1 gena kod 
kelerabe prati obrazac ekspresije CDKB2;1 i CYCB2;4 gena tokom vremena, verovatno 
su se date promene odražavale i na aktivnost kompleksa CDKD/CYCH koji takođe 
predstavlja deo složene mašinerije koja reguliše ćelijski ciklus. 
  Na osnovu aktivnosti analiziranih gena možemo da pretpostavimo da su 
citokinini ispoljili uticaj na ćelijski ciklus tokom in vitro organogeneze izdanka kod BP 





najverovatnije na nivou G2/M kontrolnog mesta. Najveće promene u ekspresiji u 














Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije mogu se izvesti sledeći zaključci: 
 
1. Uspostavljen je efikasan sistem za regeneraciju kelerabe in vitro putem 
repetitivne somatske embriogeneze iz nezrelih zigotskih embriona na podlozi 
bez regulatora rastenja.  
 
2. Nezreli zigotski embrioni u ranom kotiledonarnom stadijumu su najpotentniji 
eksplantati za indukciju somatske embriogeneze.  
 
3. Embriogeni potencijal kultura je održavan tokom dužeg vremenskog perioda 
zahvaljujući pojavi sekundarne somatske embriogeneze.  
 
4. Uspešna indukcija indirektne de novo organogeneze kod dve sorte kelerabe, 
Bečka Plava i Bečka Bela, je postignuta gajenjem ekplantata na hranljivim 
podlogama sa citokininima, bez prethodnog auksinskog tretmana. Intaktni 
klijanci su pokazali najveću efikasnost regeneracije kao i vijabilnost 
regenerisanih izdanaka kod obe sorte, a najviša frekvencija regeneracije je 
postignuta na podlozi sa BAP ili TDZ za BP i sa BAP, TDZ ili transZ za BB. 
 
5. Pokazano je da je cisZ biološki aktivan u procesu regeneracije izdanaka iz 
odsečaka hipokotila, kao i drugi testirani citokinini. cisZ se pokazao mnogo 
manje efikasan u odnosu na njegov trans izomer u regeneraciji izdanaka iz 
klijanaca kelerabe. 
 
6. Indeks multiplikacije regenerisanih izdanaka na podlozi sa 0,5 mg L-l BAP je 






7. Prisustvo IBA u koncentraciji od 4 mg L-1 u hranljivoj podlozi za ožiljavanje je 
dovelo do povećanja frekvencije ožiljavanja kod obe sorte kelerabe u odnosu na 
2 mg L-1 IBA.  
 
8. Biljke regenerisane putem somatske embriogeneze i organogeneze su uspešno 
aklimatizovane na uslove spoljašnje sredine.  
 
9. Nivo endogenih citokinina je bio viši kod hipokotila sa regenerisanim izdancima 
u odnosu na klijance sa regenerisanim izdancima kod obe sorte kelerabe, što 
može biti posledica efikasnijeg usvajanja citokinina od strane odsečaka 
hipokotila.  
 
10. Tretmani sa zeatinom su doveli do porasta nivoa ukupnih endogenih citokinina u 
odnosu na kontrolu kod oba tipa regeneranata obe sorte kelerabe, dok je 
prisustvo BAP i TDZ imalo mali ili nikakav efekat. 
 
11. Primena egzogenih citokinina dovela je do porasta endogenog nivoa IAA kako u 
hipokotilima tako i u klijancima sa regenerisanim izdancima kod obe sorte u 
poređenju sa kontrolom.  
 
12. Povišeni nivoi IAA u odsečcima hipokotila i klijancima kelerabe gajenih na 
podlogama sa citokininima su verovatno bili dovoljni da indukuju prvu fazu 
organogeneze u ovim eksplantatima bez potrebe za dodatnim auksinima u 
hranljivim podlogama.  
 
13. Efikasnost regeneracije izdanaka kao i vijabilnost regenerisanih izdanaka je 
verovatno u korelaciji sa visokim odnosom endogene IAA i bioaktivnih 
citokinina prisutnim kod intaktnih klijanaca. 
 
14. Praćenjem ekspresije gena ćelijskog ciklusa tokom de novo organogeneze 
indukovane citokininima kod klijanaca BP kelerabe, dobijeni su slični obrasci 
ekspresije CDKB2;1; CYCB2;4 i CYCH;1 gena. Promena aktivnosti analiziranih 





15. Dobijeni rezultati predstavljaju polaznu osnovu za dalje rasvetljavanje 
mehanizama de novo organogeneze kod biljaka koje nisu uobičajeni model- 
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